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Die freie Eiweibkomponente des gelben Ferments und ihre 
Kupplung mit Lactoflavinr \osphorsiure. 


Von Hugo Theorell. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Medizinischen Nobelinstituts, 
Karolinisches Institut, Stockholm. ) 
(Eingegangen am 17. Februar 1937.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Das gelbe Oxydationsferment besteht bekanntlich aus einer 
Wirkungsgruppe, Lactoflavinphosphorsaéure, und einem hochmoleku- 
laren EjiweiBanteil (1). Beim Zusammenbringen der beiden Kom- 
ponenten (2) (3) verbinden sie sich unter Verschwinden der Fluoreszenz 
der Lactoflavinphosphorséure zu einer Verbindung, die in bezug auf 
katalytische Wirkung und Farbe dem gelben Ferment gleich ist. 

Die Verbindung zwischen Lactoflavinphosphorséure und Eiweib- 
komponente erfolgt an zwei Stellen, naémlich teils am Phosphorsiure- 
rest (Theorell), teils an der N H-Gruppe (3) des Lactoflavinringgeriists 
[Kuhn und Boulanger (4)]. Letztere Bindung bedingt das Erléschen der 
Fluoreszenz bei der Kupplung. Bei Bindung an dieselbe Gruppe gibt 
Lactoflavin eine weitgehend dissoziierte Verbindung mit der Eiweib- 
komponente [Kuhn und Rudy (5)]. Soviel man nunmehr von der 
Wirkungsgruppe weiB, so wenig war bisher von den Eigenschaften der 
EiweiBkomponente bekannt. Es war ein Ziel dieser Arbeit, diese Liicke 
auszufiillen. Wegen der grundsitzlichen Bedeutung erschien es ferner 
erwiinscht, durch weitere Versuche die Identitat des aus den Spalt- 
produkten synthetisierten Ferments mit dem nativen Ferment zuerharten. 
Nach der Spaltung des gelben Ferments durch saure Dialyse ist die 
EiweiBkomponente denaturiert und liegt als Metaprotein vor. Bei 
nachfolgender Dialyse gegen Wasser verandert sich das EiweiB derart, 
daB es sich wieder mit Lactoflavinphosphorsiure verbinden kann. 
Jedoch bestand noch die Méglichkeit, daB durch die stark saure Reaktion 
eine Veranderung des EiweiBmolekiils eingetreten ware, obgleich die 
katalytische Wirkung durch die prosthetische Gruppe wieder hergestellt 
wurde. In diesem Falle wire die Spaltung nicht streng reversibel ye- 
wesen. Mit der ,,reversiblen Spaltung’ miiBte iibrigens noch eine 
reversible Reaktion verbunden sein, namlich 

Natives Protein “> Metaprotein (,,Saurealbuminat**). 

Die Méglichkeit der Reversibilitat einer solchen Reaktion war noch 
nie mittels Kataphoreseuntersuchungen und Ultrazentrifugieren streng 
bewiesen worden. 

AuBerdem war beim gelben Ferment noch die Frage zu entscheiden, 
ob sich nur die eine oder die beiden freien O H-Gruppen des Phosphor- 
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siurerestes mit dem EiweiB verbinden. Diese Frage konnte, wie unten 
gezeigt wird, durch Kataphoresebestimmungen beantwortet werden. 


Methodisches. AuBer friiher bekannten Methoden der Katapho- 
rese (6) (7) und der Bestimmung der katalytischen Wirkung in Warburgs 
und Christians System kam eine neve mikrotitrimetrische Methode zur 
Bestimmung der Kupplungsfahigkeit der EiweiBkomponente zur Ver- 
wendung. Gibt man zu einer Lésung der EiweiBkomponente eine Lésung 
von Lactoflavinphosphat, so verschwindet die Fluoreszenz, solange noch 

‘ + me ° P ° * . 
ein UberschuB8 der EiweiBkomponente vorhanden ist; wenn die EiweiB- 
komponente ganzlich verbraucht ist, bleibt die Fluoreszenz bei weiterem 
Zusatz von Lactoflavinphosphat bestehen. 

Praktisch wurde die Titration folgendermaBen ausgefiihrt. Eine 
geeignete Menge EiweiBkomponentenlosung, meistens etwa 0,1 cem, wurde 
in ein kleines Reagensglas eingefiihrt. Das Volumen wurde mit Wasser oder 
Pufferlésung auf 0,5 cem gebracht. Zum Riihren wahrend der Titrierung 
diente die elektromagnetische Vorrichtung von Linderstr6m-Lang und 
H. Holder (8). Das Reagensglas wurde wahrend der Titration mit der Queck 
silberlinie 436 mu bestrahit; Lactoflavin oder Lactoflavinphosphat geben 
bei ssestrahlung mit dieser Wellenlange bekanntlich eine intensive, gelbe 
Fluoreszenz. Nun wurde soviel Lactoflavinphosphorsadurelésung aus der 
Biirette zugegeben, bis eine bleibende Fluoreszenz von der Intensitat der 
Kontrolle erreicht wurde. Die Kontrolle enthielt 0,5 ccm Wasser oder 
Pufferlésung mit einer bekannten Menge, ungefahr 0,1 y, Lactoflavin- 
phosphorséure. Die Gleichheit von Probe und Kontrolle lieB sich auf etwa 
10°, genau schatzen, d.h. der Fehler-bei der Titrierung war etwa 0,01 +. 
Die der Probe zugesetzte Menge von Farbstofflésung weniger derjenigen 
der Kontrolle ergab also die von der Eiweiikomponente gebundene Menge. 
Es ist offenbar notwendig, ein restlos kuppelndes Lactoflavinphosphorsaure- 
praparat zu verwenden. Daf dies der Fall ist, wird folgendermafBen kon- 
trolliert: Die bei der Titration gefundenen Werte sollen der angewendeten 
Menge EiweiSkomponente proportional und von der Menge des Lactoflavin- 
phosphats in der Kontrolle unabhangig sein. Es wurden teils ein reines Ca- 
Salz der Farbstoffkomponente, das 2 Jahre alt, aber trotzdem unverdandert 
war, und teils ein durch Spaltung mit Methanol frisch dargestelltes Praparat 
verwendet. Die wasserige Lésung des letzteren war schlecht haltbar und 
muBte jeden Tag neu bereitet werden; in trockenem Zustande ist auch das 
einfach durch Methanolfallung dargestellte Rohpraparat unbegrenzt haltbar. 

Hat man ein Farbstoffpraparat, das sowohl die kuppelnde Flavin- 
phosphorséure als auch andere, nicht kuppelnde Flavinverbindungen 
enthalt, so kann man die Menge des kuppelnden Anteils titrimetrisch 
bestimmen. Ein Teil der Fluoreszenz verschwindet durch Kupplung 
in einer Lésung iiberschiissiger EiweiBkomponente. Um gleiche Flu- 
oreszenz zu erzeugen, mu hier also mehr Farbstoff zugesetzt werden als 
zu einer Kontrolle mit Wasser. Aus den erhaltenen Werten la8t sich 
leicht berechnen, wie groB der kuppelnde Anteil ist. Solche Unter- 
suchungen leisteten bei der Priifung aus Leber dargestellter Flavin- 
phosphorsiurepraparate (Karrer) wertvolle Dienste. Diese Arbeiten 
werden spater beschrieben werden. 
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Zur Darstellung der freien Eiweibkomponente. 

Die friiher beschriebene Darstellungsmethode (2) (3) hat sich bei 
der Nachpriifung gut bewahrt. Es seien deswegen nur einige Beob- 
achtungen angefiihrt. 

1. Ein Versuch zur Darstellung einer kupplungsfahigen Eiweil- 
komponente aus einem unreinen Praparat gelang dem Verfasser nicht. 
{Das gelbe Fermentpraparat wurde nach Warburg und Christian (9), 
einschlieBlich Chloroformreinigung, hergestellt, nicht aber mit Kata- 
phorese weiter gereinigt.] Dieses Ergebnis ist etwas iiberraschend: 
man hatte eher erwartet, daB die vor der Kataphorese noch anwesenden 
Polysaccharide die EiweiBkomponente vor der Denaturierung geschiitzt 
hatten, was nicht der Fall zu sein scheint. Es ware vielleicht denkbar, 
daB die sauren Polysaccharide die Haftstelle der Phosphorsaéurereste 
besetzten und somit die Resynthese mit Lactoflavinphosphorsaure 
hindern. 

2. Bei der Dialyse des reinen gelben Ferments gegen 0,02 n Salz- 
sdure muB die Temperatur genau auf 0°C gehalten werden. Schon die 
Temperatur + 5° setzt die Ausbeute an aktiver EiweiBkomponente fast 
auf Null herab. Es ist also zweckmaBig, Dialysehilse und AuBenfliissig- 
keit (Salzsaure) wahrend der 48- bis 72stiindigen Dialyse mit Eis zu 
kithlen. Die Salzsaure soll auch, wenigstens anfangs, in der Kalte weg- 
dialysiert werden. Mit dieser Methode erhielt der Verfasser nunmehr 
meistens eine Ausbeute von 65 bis 70 °% aktiver EiweiBkomponente. 

3. In einer friiheren Arbeit (3) wurden gewisse Griinde fiir die Auf- 
fassung angefiihrt, daB die EiweiBkomponente nach der sauren Dialyse 
als Metaprotein vorliegt, welches dann bei der Dialyse gegen Wasser in 
die urspriingliche Form zuriickverwandelt wird. Die Richtigkeit dieser 
Ansicht wird durch den folgenden Befund erwiesen: Nach der sauren 
Dialyse gibt das EiweiB eine intensive Farbung bei der Nitroprussid- 
reaktion auf SH-Gruppen von Heffter-Arnold'. Nach der Dialyse 
gegen Wasser sind die freien SH-Gruppen verschwunden. Nun ist gerade 
das Auftreten neuer freier SH-Gruppen ein fiir die Denaturierung von 
KiweiB typisches Verhalten [vgl. hierzu Mirsky (10)|, wahrend um- 
yekehrt die Renativierung vom Verschwinden der SH-Gruppen_ be- 
gleitet wird. 


Die allgemeinen Eigenschaften der Eiwei8komponente. 


Nach der Dialyse gegen Wasser ist die Innenfliissigkeit farblos und 
fast klar. Der nicht rickverwandelte kleinere Anteil des EiweiBes ist, 


wenigstens zum Teil, als Metaprotein vorhanden und fallt bei Zugabe 
1 Das reine gelbe Ferment wurde friiher nie auf Schwefel analysiert : 
eine Analyse ergab nun 1,0°,, was zu nicht weniger als rund 25 Atomen 5 
pro Mol ausreicht. 
20* 
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von Salzen, wie Kochsalz oder Phosphat — nicht aber mit Natrium 
acetat —, aus. LaBt man die Lésung mehrere Tage in der Kalte stehen, 
so fallt derselbe Niederschlag aus und setzt sich am Boden ab. Das px 
der salzfreien Lésung betragt etwa 5,3. Die EiweiBkomponente ist in 
wasseriger Lésung in der Kalte haltbar, ihre Kupplungsfahigkeit fiir 
Lactoflavinphosphorsiure nimmt héchstens um wenige Prozente pro 
Tag ab. Sie kann im Vakuum iiber Schwefelsdure getrocknet werden, ohni 
an Wirksamkeit zu verlieren, und kann in Vakuum und Kalte aufbe 
wahrt werden. 


Die KiweiBkomponente hat im allgemeinen Albumincharakter: im 
Gegensatz zu dem ihr am ahnlichsten Zwischenferment von Negelein 
und Gerischer (11) fallt sie am isoelektrischen Punkt (s. unten) nicht 
aus. Von Ammoniumsulfat wird sie erst zwischen 50 und 100°% 
Sattigung gefallt. Uber die Einwirkung von Erwarmung und iiber die 
pu-Stabilitat wird unten berichtet. 


Kataphoreseversuche. 


Die lonenbeweglichkeit der EiweiBkomponente wurde im ,,Apparat 
fiir Untersuchungszwecke“ (6) bestimmt, wobei die Wanderung teils mit 
der Fluoreszenztitrierung, teils durch die friiher beschriebene (3) Be- 

‘ Pe -_ ml ° + 
stimmung der katalytischen Wirkung nach Riickkupplung mit Uber- 
schuB von Lactoflavinphosphat verfolgt wurde. Zur Erlauterung de: 
Titrationsmethode sei ein solcher Versuch wiedergegeben. 

Versuch 1. 50 ccm einer verdiinnten EiweiBkomponentenlésung wurden 
in der Kalte gegen die Pufferlésung: 200 cem Borat nach Sorensen +- 50 cem 
n/10 HCl + 750 cem Wasser, 48 Stunden dialysiert. Das py 8,92 entspricht 
dann x = 1,56. 10-* Ohm-. cm~-! sowohl in der AuBen- wie in der Innen 
fliissigkeit. Kataphorese mit 5,0 Milliamp. bei 20°C. Nach 70,4 Minuten 
wurde der Strom unterbrochen und die Hartgtimmischeiben geschlossen. 
worauf die Zellen ohne Nachspiilung auspipettiert wurden. Dann wurden 
Proben von 0,9cem mit einer 1,1. 10-7 mol. Lactoflavinphosphatlésung 
titriert. Das Ergebnis ist aus Tabelle I ersichtlich. 


Tabelle I. 





emm Lacto- emm Lacto- 
Zelle flavinphosphat- Zelle flavinphosphat- 
ldsung losung 

+1 4 
+2 0 wins 
+ 3 23,6 —3 0 
+4 32.5 —4 8,0 
+5 32,5 —5 32,5 
+6 32,5 —6 32,5 

I -formiges \ 32,5 

Bodenstiick | | 
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23,6 
Aufwartswanderung auf der Anodenseite: 39 5 0,73em 
02,0 
. r . 5 
Abwartsbewegung auf der Kathodenseite: 1 - 39 5 0.75em 
Va) 


Mittel: 0.74 em 


0,740 . 2. 1,56 : 
u = ——— 10,9 . 107° qem, Volt . Sek. 
70.4 .60.5 


Versuch 2. Derselbe Versuch wurde mit reinem gelben Ferment an 
gestellt: py = 8,91, x 1,56..10°7 4 70,4 Minuten, 7 5,0 Milliamp. 
Die Konzentration des gelben Ferments in den Zellen wurde durch Licht- 


absorptionsbestimmung ermittelt. 7 465 mp, d lem. Die Wanderung 
erfolgte, wie im Versuch 1, ohne Konvektionsstr6mungen, und zwar so, dal 
die beiden Grenzflachen sich nach beendigtem Versuch in den Zellen 3 
und — 4 befanden. 


Tabelle II. 





Zelle In Ip/7 
+3 0,536 
—4 0,223 
U-Rohr 0,746 
Hieraus folgt: 
Aufwartswanderung auf der Anodenseite 0.72 cm 


Abwartswanderung auf der Kathodenseite 0,70 em 
Mittel: 0.71 cm 
und uw = 10,5. 107° qem/Volt . Sek. 
Die lonenbeweglichkeit der freien EiweiBkomponente wurde bei 
verschiedenen pu-Werten bestimmt. Die Ergebnisse sind aus Tabelle 111 


und Abb. 1 ersichtlich. 


Tabelle III. 





em Wande- 


rung 
auf der 
Wande: [-————— tani ol 
Puffer Pu ~«-103 i Zeit = rungs- = Mittel Sek.) 
richtung ; 





Milliamp. Sek. 


Borat, HC] (8,92 1,56 5,0 4,220 Ano- 0,73 0,75 0,74 109.10 
Phosphat 6,44 1,25 3,0 21,600; disch 1,19 1,39 1,29 5,0.10 
Na-Acetat- 

Essigsaure 5,52 1,47 5,0 11,400) Katho- 0,36 0,32 0,34 1.7.10 
Dasselbe 4,94 1,49 4.0 10.600! disch (0.81 069° 0.75 51.10 
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Der isoelektrische Punkt der EiweiBkomponente liegt etwa bei 
pu — 5,78, also erwartungsgemaB etwas hoher als der isoelektrische 
Punkt des gelben Ferments (px = 5,22). Die lonenbeweglichkeitskurve 
der EiweiBkomponente zeigt eine eigentiimliche S-Form (s. Abb. 1). 

Oberhalb pu = 7 hat die EiweiBkomponente praktisch die gleiche 
lonenbeweglichkeit wie das gelbe Ferment. Unterhalb pu 7 trennen 
sich die Kurven. Man kann aus diesen Tatsachen gewisse Schliisse auf 
die Art der Bindung zwischen Farbstoff und EiweiB ziehen: 


Die Lonenbeweglich- 





of ge SOE Soy sm a 
p-§ | ~Bestinmung.v Nehwick u Pedersen, geloes Ferment. Borat} eit hangt von Ladung 
” 99} . " Theorell, ge/bes Ferment } | | ; a Sipge 
ae ea *  * gespalten, . oe und Reibung ab. Nun ist 
heh syert A | . 
ts ater’ anzunehmen, daf die mo- 


S+ 
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" 5 ” yy : toflavinphosphorsaure 

in 4. imstande sein, die Ladung 

zu beeinflussen. Es gibt 

offenbar zwei Méglichkeiten fiir die Kupplung zwischen dem Phosphor- 

sdurerest und dem EiweiB: 1. Die eine OH-Gruppe ist frei, die andere 

ist mit dem EiweiB verbunden, oder 2. beide OH-Gruppen sind mit dem 

Kiwei8 gekuppelt. Nimmt man an, daB die Bindungen zwischen Farb- 

stoff- und EiweiBkomponente salzartig sind, was héchstwahrscheinlich 

ist, so kann man sich die folgende Auffassung iiber die Anzahl der 

Elementarladungen des gelben Ferments im Verhaltnis zu denjenigen 
seiner EiweiBkomponente bilden. 


, 


1. Méglichkeit. Kupplung durch nur eine OH-Gruppe des Phosphorsdurerestes. 
O 


OH 
OH Basische Gruppe—} 


R—O—P 
CHy \’ \/ | Kiweib 
| 
CH, ee NH Saure Gruppe Seen 
A. In einem hinreichend alkalischen Milieu miiBte folgendes ein- 
treten: Bei der freien EiweiBkomponente ist die Dissoziation der basi- 
schen Haftgruppe zuriickgedrangt; die saure Haftgruppe ist dagegen 
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voll dissoziiert. Beim gelben Ferment ist diese Gruppe blockiert, wird 
aber von der freien OH-Gruppe des Phosphorsaurerestes ersetzt ; sie ist 
vollstandig dissoziiert, weil die (scheinbare) Dissoziationskonstante einer 
derartigen Gruppe bei pk’ = 6 bis 6,5 liegt. Das gelbe Ferment miiSte 
also in alkalischer Lésung die gleiche Ladung und dieselbe lonen- 
beweglichkeit zeigen — was auch nach den Kataphoreseversuchen 
innerhalb der Fehlergrenzen der Fall ist. 

B. In einem hinreichend sauren Milieu wiirde folgendes eintreffen : 
Bei der freien Eiwei8komponente ware die Dissoziation der Haftgruppe 
zuriickgedrangt, die basische Haftgruppe dagegen voll dissoziiert. 
Beim gelben Ferment ist diese basische Haftgruppe blockiert, die freie 
OH-Gruppe des Phosphorsaurerestes undissoziiert. Infolge der Kupp- 
lung zwischen Lactoflavinphosphorsiure und EiweiB miiBte also das 
gelbe Ferment in saurer Lésung eine positive Elementarladung weniger 
als die EiweiBkomponente haben. Es fragt sich nun, ob der experimentell 
gefundene Unterschied in bezug auf die lonenbeweglichkeit von einer 
einzigen Elementarladung hervorgerufen sein kann. Die theoretischen 
Grundlagen einer derartigen Berechnung sind allerdings unklar [vgi. 
hierzu Tiselius (12)]; es ist namlich noch zweifelhaft, ob sich die wirkliche 
Anzahl der Elementarladungen eines Kolloidpartikelchens aus dem 
molaren Reibungskoeffizienten und der Jonenbeweglichkeit berechnen 
laBt. Andererseits nehme ich in diesem Zusammenhang an, daB das 
gelbe Ferment und seine EiweiBkomponente in saurer Lésung sich in 
einer durch Dissoziation einer basischen Gruppe entstandenen Elementar- 
ladung unterscheiden. Der EinfluB dieses Unterschiedes auf die Llonen- 
beweglichkeit wird nach Svedbera (s. Tiselius) folgendermaben berechnet : 

M(1—Vo) 


s 


wobei / = der molare Reibungskoeffizient, . = 77,500 [wahrschein- 
licher Mittelwert aus verschiedenen Bestimmungen von Theorell (3), 
sowie Kekwick und Pedersen (13)}, V = 0,731, 0 = 1, 89 = 5,76. 10>, 
Daraus ergibt sich 

f = 3,62 .10!'® g . Sek./Mol . cm. 


Durch eine Elementarladung pro Molekil wiirde sich die lonenbeweg- 
lichkeit 
96,494 . 107 : : : 
“= 369. 1016 2,7 .10~° qem/Volt . Sek. 

ergeben. Der experimentell gefundene Unterschied war 3. 10~° gem / Volt 
. Sek. Die Ubereinstimmung ist auffallend, und der Verfasser sieht 
darin eine Stiitze fiir die Zulassigkeit der angewandten Berechnungsweise. 
Durch die reversible Spalt ung des gelben Ferments wurde, wie es demnach 
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erscheint, die experimentelle Méglichkeit geschaffen, an einem Eiweib- 
kérper in kontrollierbarer Weise Ladungen zu addieren oder zu subtra- 
hieren, wodurch sich vielleicht neue Méglichkeiten zur experimentellen 
Priifung theoretisch abgeleiteter physikalischer Gesetze erdffnen werden. 


2. Méglichkeit. Kupplung durch beide OH-Gruppen des Phosphorsdure: estes. 

Wir finden in analoger Weise, daB bei dieser Kupplungsart das 
gelbe Ferment in alkalischer Lésung eine saure Gruppe weniger, in 
saurer Losung zwei basische Gruppen weniger als die EiweiBkomponente 
zeigen miBte. Die lonenbeweglichkeitskurven miiBten einander kreuzen, 
was nach den Experimenten nicht der Fall ist. 

Es ist somit sehr wahrscheinlich, daB das gelbe Ferment gemaB 
Schema | gebaut ist. Die eine OH-Gruppe des Phosphorsaurerestes ist 
frei, die andere ist gekuppelt. 


Kataphoreseversuche mit resynthetisiertem Ferment. 


Tabelle IV. 





em Wanderung 


Wande- auf der 
Puffer pH #.10% i Zeit rungs- : é Mittel w.105 
richtung Kathoden- Anoden- 
Milliamp Sek. seite seite 
Acetat 5,59 1,74 4,0 25.200 Ano- 0,50 048 | 049 +1,7 
disch 
" 4,95 1,45 4.5 17,160 Katho- 0,52 0,48 | 0,50 —1,9 
disch 


Die gefundenen Werte stimmen mit den fiir das native Ferment 
gefundenen genau iiberein (s. Abb. 1). 

Es wurde nun die Sedimentationskonstante des resynthetisierten 
Ferments durch Ultrazentrifugierung bestimmt!. Die Ergebnisse 
zweier Bestimmungen in aquimolarem Phosphatpuffer waren 

=. 
2. S 


9 = 5,75. 10-13, 
bs = Ore Oe, 

Kekwick und Pedersen (13) fanden beim nativen Ferment in einer 
groBeren Versuchsreihe 8) == 5,76 — 0,69. 10-", 

Das Absorptionsspektrum des resynthetisierten Ferments wurde 
gemessen und zeigte sich mit demjenigen des ungespaltenen identisch. 

Es steht nach diesen Untersuchungen fest, daB die NSpaltung des 
gelben Ferments sich streng reversibel durchfihren lapt. Die dabei auf- 
tretende Umwandlung der EiweiBkomponente in Metaprotein ist also 
ebenfalls vollkommen reversibel. 


! Die Bestimmungen wurden in Prof. The Svedbergs Institut in Upsala 
ausgefiihrt. 
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Die py-Stabilitat der Eiweifkomponente. 

Proben der EiweiBkomponente wurden auf verschiedene pu-Werte 
yvebracht, 70 Minuten bei 20,5° belassen. dann neutralisiert und die 
Kupplungsfahigkeit durch Fluoreszenztitrierung mit  Lactoflavin- 
phosphat bestimmt. Es stellte sich heraus, daB in n/1) HCl die Kupp- 
lungsfahigkeit anfangs fast vollstandig verschwunden war. Im Laufé 
einer Stunde kehrte ein Teil (35%) der Kupplungsfahigkeit allmahlich 
uriick, Citratsalzsiure vom py 3,7 inaktivierte etwa zur Halfte. Bei 
pu 4,7 (Acetat) blieb die EiweiBkomponente unverandert, ebenso bei 
pa 9 (Borat); nach 70 Minuten bei py 10 waren 60°, noch kupplungs- 
fahig: pu 11 bewirkte vollstandige Inaktivierung. 


Reversible Inaktivierung durch Erwdrmung. 

Die KiweiBkomponente wurde bei verschiedenen px-Werten ver- 
schieden lang bei 38° C gehalten. Dabei zeigte sich, daB nach 10 Minuten 
die EiweiBkomponente bei pu 9 (Borat) gréBtenteils inaktiviert wird. 
Bei pu 7 (Phosphat) kam ent- 
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S 
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Die EiweiBkomponente wurde 

mit Acetatpuffer auf pu 4,9 bzw. 5,5 gebracht, 10 bzw. 20 Minuten bei 
38°C gehalten und dann auf Zimmertemperatur abgekiihlt. Zundachst 
kam dann keine Kupplung zustande. Allmahlich aber kehrte die Kupp- 
lungsfahigkeit zum groBen Teil wieder (s. Abb. 2). 

Man ersieht aus der Abb. 2, daB die Kupplungsfahigkeit nach Er- 
wirmung bei pu 4,9 langsamer, bei px 5,5 schneller zuriickkehrt. Bei 
pu 4,9 spielt die Erwairmungszeit keine groBe Rolle, was dagegen bei 
pu 5,5 der Fall ist. Die Riickverwandlung erfolgt nach 10 Minuten 
Erwarmung auf 38° und nach Abkihlung auf Zimmertemperatur zu 65 bis 
70%. Sie kommt nicht zustande, wenn man die Lésung gleich nach der 
Erwirmung auf pu 7 bringt. Saure Reaktion ist also eine Voraus- 
setzung fiir die Renativierung. Es wurde nun weiter gezeigt, daB nicht 
nur die Kupplungsfahigkeit zuriickkehrt, sondern daB dabei auch 
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katalytisch aktives gelbes Ferment gebildet wird. Die Priifung wurd: 
manometrisch nach Warburg ausgefiihrt. 

GejaB 1. In den Anhang kamen 0,1 cem EiweiBkomponentenlésung. 
0,05 cem Acetatpuffer m 25, pu 5. Das GefaB blieb 10 Minuten im 38° 
Thermostaten, worauf es 80 Minuten bei Zimmertemperatur belassen wurde 
Dann wurden 27 Lactoflavinphosphorséure (Uberschu8) zugesetzt. 

Gefap 2. Wie 1, mit dem Unterschied, dai die Farbstoffkomponent: 
gleich nach der Erwairmung auf 38° zugesetzt wurde. 

Gefap 3. Wie 2, aber Boratpuffer, py 9,2, anstatt des Acetatpuffers. 

Gefap 4. Kontrolle ohne Erwarmung. 

In die Hauptriume kamen Hexosemonophosphat (Roebison-Ester), 
Co-Ferment, Zwischenferment (gereinigt nach Negelein und Gerischer), Blau 
siiure und Wasser. Gesamtvolumen 3,65 cem. Einsatz: 0,2 cem Kalilauge. 
38°. Sauerstoffatmosphire. Einkippen bei 0 Minuten. 


Tabelle V. 





R Sone cmm Sauerstoff aufgenommen im Gefal 
Min. nach Kinkippen 


1 2 3 4 
10 95 11,2 2.8 16,5 
20 20,5 23.0 7,0 37,2 
30 30,0 81,7 10,4 55.0 


Bei einem weiteren Versuch wurden in den Anhang eines kegel- 
formigen GefaiBes 0,lccm EiweibBkomponente -+- 0,05 ccm  Acetat- 
puffer, px 5, gegeben. In den Hauptraum kam Hexosemonophosphat, 
Co-Ferment, Zwischenferment, Blausaéure und 2 y Lactoflavinphosphat. 
Kinsatz Kalilauge. Sauerstoffatmosphare. — Nach 10 Minuten wurde 
eingekippt und direkt weiter abgelesen. Die erwarmte EiweiBkompo- 
nente wurde also sogleich neutralisiert und hatte keine Zeit, sich zu 
reaktivieren. Ergebnis: ‘ 

Nach 10 Minuten 0 cmm 
20 * ee 
30 9 4,9 ,, 


ry 


:° 


In der ersten Versuchsreihe verlauft die Reaktivierung bei Zimmer- 
temperatur nach der Erwarmung bei pu 5 zu 31,7: 55 = 58% in un- 
gefahrer Ubereinstimmung mit dem Ergebnis der Fluoreszenztitrierung : 
im Versuch ohne Zeit fiir Reaktivierung bei Zimmertemperatur war die 
erhaltene katalytische Wirkung nur sehr gering. 

Man kann diese eigenartigen Erscheinungen wohl am einfachsten 
so erklaren, daB die Erwaiimung eine intramolekulare Veranderung 
(Streckung ?) herbeifiihrt, so daB die beiden Bindungsstellen fiir 
Lactoflavinphosphorséure in falsche Entfernung voneinander geraten. 
Kine solche Veranderung kénnte offenbar sehr wohl reversibel sein. 
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Freie SH-Gruppen treten bei der reversiblen Warmeinaktivierung 
nicht auf. Die durch Erwarmung bei schwach saurer Reaktion zufillig 
inaktivierte EiweiBkomponente ist kein Metaprotein, denn sie ist in 
neutraler, salzhaltiger Lésung léslich, im Gegensatz zu dem nach saurer 
Dialyse des gelben Ferments gebildeten Metaprotein. Es besteht also 
ein Unterschied zwischen der reversiblen Denaturierung durch saure 
Dialyse und der reversiblen Inaktivierung durch Erwarmung bei pu W 5. 
Gemeinsam fiir beide ist die Tatsache, daB sowohl die Renativierung als 
auch die Reaktivierung langsam verlaufen. Die EiweiBkomponente des 
gelben Ferments hat im allgemeinen eine auffallende Fahigkeit, vom 
aktiven in die verschiedenen inaktiven Zustande iiberzugehen. Vielleicht 
ist dies eine allgemeinere Eigenschaft der eiweiBartigen Trager aktiver 
prosthetischer Gruppen. Wald und Mirsky (14) meinen sogar, daB 
eine reversible Denaturierung der EiweiBkomponente des Sehpurpurs 
fiir seine Funktion ausschlaggebend wire. 

Die Untersuchung wird fortgesetzt. 
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Uber den Einflu6 der KiweiSbelastung 
auf die Stickstoffkomponenten des Blutes beim Hunde nach 
experimenteller Nierenlision. 
Von 
Lorant Sas. 
(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Budapest.) 
(Eingegangen am 18. Februar 1937.) 


Mit 7 Abbildung im Text. 


In einer friiheren Mitteilung (1) befaBte ich mich mit den Ver 
anderungen der Stickstoffkomponenten des Blutes und fand, dai die 
Reststickstoff- und Harnstoffstickstoffwerte, die nach zweitagigem 
Hungern im Vergleich zu allen iibrigen Werten die niedrigsten sind, 
nach Zufuhr von 500 g Fleisch (= 100 g Eiweif) eine starke Steigerung 
aufweisen, nach 10 bis 12 Stuaden den Héhepunkt erreichen, dann 
stufenweise abnehmen und nach etwa 40 bis 48 Stunden nach der Be- 
lastung wieder zum Ausgangspunkt zuriickkehren. In vier Versuchen 
nahm bei drei Tieren der Reststickstoff im Maximum um 30 bis 40 mg 
(140%) und der Harnstoffstickstoff um 27 bis 38 mg (266°) zu, beim 
vierten Tier war die Steigerung geringer, und zwar beim Reststickstoff 
22 mg und beim Harnstoffstickstoff 17 mg. Der Umstand, daB wir bei 
Wiederholung des letzten Versuchs die gleichen Werte, also eine ver- 
haltnismaBig geringe Erhéhung fanden, laBt darauf schlieBen, daB bei 
einer auf Eiweibbelastung eintretenden Veranderung der Stickstoff 
komponenten wesentliche individuelle Schwankungen vorkommen kénnen. 
Diese individuellen Unterschiede offenbaren ‘sich in geringerem Mabe 
schon bei den Ausgangswerten und sind vom Koérpergewicht unabhangig : 
so zeigte es sich, daB die bei dem einen Tiere mehimals aufgenommene 
Bestimmung der Anfangshungerwerte jedesmal auffallend niedrige 
Werte ergab (etwa 20 mg-%). In einem anderen Falle war das Er- 
yebnis stets etwa 25 mg-%. Die individuellen Schwankungen der Aus. 
gangswerte sind jedoch bedeutend geringer als die nach EiweiBbelast ung 
und iiberschritten beim Reststickstoff niemals 10 mg. Je mehr wir uns 
aber dem Belastungsmaximum nahern, um so staérker kommen die indi- 
viduellen Schwankungen der Stickstoffwerte zum Ausdruck. 

Was das Verhiltnis der Stickstoffkomponenten zueinander anlangt. 
fand ich, daB die Erhéhung des Reststickstoffs ausschlieBlich die Folge 
der Harnstoffstickstoffsteigerung ist. Der Polypeptidstickstoff wies 
keine wesentlichen Veranderungen auf; die Residualstickstoffkurve 
hingegen zeigte einen der Harnstoffstickstoffkurve entgegengesetzten 








h 


er 
die 
rem 
nd, 
ung 
wn 
3e- 
hen 
mg 
eim 
toff 
bei 
yer- 
bei 
off 


len. 


any 
uns 


1di- 








FinfluB der EiweiBbelastung auf die Stickstoffkomponenten usw. 305 


Verlauf, was dafiir spricht, daB zwischen diesen Werten ein gewisser 
Antagonismus besteht [Nonnenbruch, Weiser (2), Sas (3))}. 


Durch die vorliegenden Untersuchungen bestrebte ich mich nun 
klarzulegen, inwiefern die durch Urannitrat hervorgerufene gering- 
gradige Nierenlasion bei EiweiSbelastung die Stickstoffkomponenter. 
des Blutes beeinfluBt, ferner wie sich dabei die einzelnen Stickstoff- 
komponenten zueinander verhalten, bzw. wie sich der Harnstoffstickstoff 
zum Reststickstoff (der azotamische Koeffizient) verhalt. 


Methodik. 


Zuerst wurden an sieben normalen, 9 bis 27 kg schweren Hunden die 
Hungerwerte der Stickstoffkomponenten des Blutes bestimmt, die mit den 
in meiner letzten Arbeit mitgeteilten Ergebnissen ungefahr iibereinstimmen 
(Tabelle I). Von diesen wurden die Belastungsversuche an vier mit Uran- 
nitrat behandelten Tieren ausgefiihrt. Nach der Vorschrift von Dickson (3) 
wurden pro kg Kérpergewicht 0,37 bis 0,40 mg Urannitrat (2°/  ige Losung) 
10- bis 18mal in zwei- bis dreitagigen Intervallen subcutan injiziert. 
Nur in einem Falle erhielt das Tier dreimal 0,5 und dreimal 1,0 mg Uran- 
nitrat pro kg; nach Dickson (4) bildet sich nach mehrmaliger Injektion von 
solchen minimalen Dosen Urannitrat in einigen Wochen eine progressive 
subchronische interstitielle Nephritis aus. SchlieBlich erzeugten wir bei 
einem Hunde, der bereits eine Reihe von Injektionen erhalten hatte, durch 
gréBere Urandosen (sechsmal | mg pro kg) eine schwerere subacute Nephritis. 
3 Wochen bis 3 Monate nach Beendigung der Behandlung fiihrten wir den 
Belastungsversuch in folgender Weise durch: Wir lieBen die Tiere 40 bis 
48 Stunden ohne Wasserentziehung hungern. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte 
die erste Blutentnahme (etwa 20 ccm) aus der Vena saphena. Danach 
erhielten die Tiere 500g Fleisch ( 100 g Eiweif8), zugleich wurde ihnen 
das Wasser entzogen und in 2-, 5-, 8-, 10- und 13stiindigen Intervallen 
innerhalb 36 bis 48 Stunden erneut Blut entnommen. Zur Vermeidung 
iibermaBigen Blutverlustes, fiihrten wir den Versuch in zwei, manchmal auch 
in drei Abschnitten durch. In dem aufgefangenen Blute wurden zuerst die 
Stickstoffwerte nach zweitagigem Hungern und sodann die Veranderungen 
nach EiweiBbelastung bestimmt. Bei zwei Tieren kontrollierten wir nach 


1/, bis 1 Jahr nochmals die Ausgangswerte. Bei einem Tiere wurde durch 


Tabelle I. Blutstickstoffwerte von Normalhunden nach zwei- 
tagigem Hungern (Anfangshungerwerte). 





Geschlecht 


oe ) | eer | ee PN UN | Residual = A.C. 
tieres 

1 9, 27 ke 24,64 — - 12,74 11,90 51,7 
2 we. 9 22,64 21,07 1,57 12,07 10,57 53,3 
3 roe Ye 25,18 21,61 3,57 10,87 14,31 43.1 
4 ae) Ee 24,32 20,17 4,15 11,80 12,52 52,3 
5 ov; ia, 20,77 15,82 4,95 9,49 11,28 45.6 
6 it: 29,34 24,76 4,58 16,18 13,16 55,1 
7 Co gee 26,68 24,01 2,67 14,00 12,68 52,4 

Mittelwert: 21,26 3,56 12.45 12,34 30,5 
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Verabfolgung von viermal 4mg pro kg Lebendgewicht ein schwererer 
urimischer Zustand erzeugt, jedoch nur eine Bestimmung vorgenommen. 

Im Blutserum bestimmten wir die folgenden Stickstoffkomponenten : 
1. Den Reststickstoff durch EnteiweiBung mit Trichloressigsiure (RNT). 
2. den Reststickstoff durch Ausfallung mit Phosphorwolframsaure nach Cristo/ 
und Puech (5) (RNW). 3. Der Unterschied dieser beiden Werte ergab den 
Polypeptidstickstoff (PN). 4. Die Harnstoffstickstoffbestimmung erfolgte 


mittels des Xanthydrolverfahrens nach A. Boivin (6) (UN). 5. Der Unter- 


schied zwischen dem RNT und dem UN ergab die Menge des Residual- 
stickstoffs (Residual). 6. Aus der Beziehung des Reststickstoffs zum Harn- 
stoffstickstoff ergibt sich der azotamische Koeffizient, den wir auf Grund 

UN x 100 

RN 

Der Reststickstoff wurde mittels des Mikrokjeldahl-Verfahrens nach 
Pregl mit dem Apparat von Wagner-Parnas (7) (Silberkiithler, Quarzfinger) 
bestimmt. Die Bestimmung des Harnstoffstickstoffs griindet sich nach 
Boivin auf die durch Fosse 


nachstehender Formel berechneten: « 
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eingefiihrte und von Nic- 
lows - Welter modifizierte 
Xanthydrolmethode. Der 
Unterschied von der ur- 
spriinglichen Technik be- 
steht darin, daB die Be- 
stimmung nicht durch 





Abb. 1. : Gewichtsanalyse = (Mikro- 

waage), sondern nach Aut- 

losung des XNanthydrolniederschlags in Schwefelsiure durch Kjeldahl-Be- 
stimmung nach Pregl-Wagner-Parnas erfolgt. Uber die geringfiigige Ab- 
anderung dieses Verfahrens berichtete ich in meiner friiheren Mitteilung. 
Ich méchte hier kurz darauf hinweisen, daB die Werte der Stick- 
stoffkomponenten nach 40- bis 48stiindigem Hungern sowohl in normalen 
als auch in pathologischen Fallen die niedrigsten sind. Dieser Umstand 
ist dadurch zu erklaren, daB das aus der letzten Nahrungsaufnahme 
stammende EiweiB schon am 2. Hungertage verbrannt wurde. Am 
3. Hungertage ist jedoch bereits entsprechend der beginnenden Ab- 
spaltung des fixen EiweiBes eine maBige ,,Spontan‘'-Erhéhung der 
Stickstoffkomponenten nachweisbar (Abb. 1). Wir legten daher unseren 
Versuchen auch jetzt die Werte nach zweitigigem Hungern zugrunde. 


Versuchsergebnisse. 


Aus den Tabellen IT und IIT, die die Hunger- und Belastungswerte 
der mit Urannitrat behandelten Tiere enthalten, kénnen wir folgendes 
feststellen: Die Ausgangswerte sind im allgemeinen gegeniiber den bei 
normalen Tieren gefundenen Hungerwerten héher. Die Erhéhung 
betragt im Mittel, verglichen mit den normalen Hungerwerten, fiir 
Reststickstoff und Harnstoffstickstoff etwa 10 mg (35 bis 83%). Die 
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Polypeptid- und Residualstickstoffwerte sind dieselben wie im normalen 


Zustande. Die Grenze der individuellen Schwankungen entspricht 


beim RNT 1] mg und beim UN 10mg, welche Werte mit den im 
normalen Zustande gefundenen beinahe identisch sind. In einem Falle 
liegt der Reststickstoffwert unterhalb der oberen Grenze des physio- 
logischen Wertes. Auf EiweiBbelastung hin stimmt der Verlauf der 
Kurven in mehrerer Hinsicht mit dem der normalen Belastungskurven 
iiberein. Auch hier finden wir einen steilen Anstieg, das Maximum 
wird 10 bis 12 Stunden — in einem Falle 14 Stunden — nach der Be- 
lastung erreicht und die Riickkehr zum Ausgangspunkt tritt nach 
4) bis 48 Stunden ein. Die im Maximum der Belastung beobachtete 
Erhéhung schwankt starker als in physiologischen Fallen. In einem 
Versuch zeigten die Reststickstoff- und Harnstoffstickstoffwerte einen 
wesentlich stairkeren Anstieg als bei Belastung desselben Tieres im 
normalen Zustande, in den iibrigen drei Versuchen iiberschritt der 
Scheitelpunkt der Kurve das Maximum der normalen Belastungskurven 
nicht. In einem Falle von Uramie haben die Stickstoffwerte — infolge 
der starken Retention — die Ausgangswerte nicht erreicht. 

Im Verlauf der Polypeptidstickstoffkurve fanden wir keine charak- 
teristische Veranderung: der Antagonismus zwischen dem Residual- 
stickstoff und dem Harnstoffstickstoff kommt jedoch in derselben 
Weise (aber in geringerem Umfang) zum Ausdruck wie in normalen 
Fallen. 

Der Verlauf der Harnstoffstickstoffkurve verdient besondere 
Beachtung. Wir fanden namlich, daB wahrend in normalen Fallen 
zwischen den Reststickstoff- und den Harnstoffstickstoffwerten vom 
Anfang bis zum Ende der Kurven ein vélliger Parallelismus herrscht, 
d.h. der Reststickstoff der Erhéhung und Senkung des Harnstoff- 
stickstoffs genau folgt, in den mit Urannitrat behandelten Fallen dieses 
Verhaltnis weniger ordnungsgema} erscheint, weil bei den Hungerwerten 

also im Anfangs- und Endabschnitt der Kurve — die Harnstoff- 
stickstoffvermehrung starker ist, als dies der Erhéhung des Reststick- 
stoffs entsprechen wiirde. Da die Beziehung des Harnstoffstickstoffs 
zum Reststickstoff durch den azotdémischen Koeffizienten ausgedriickt 
wird, war es klar, daB die Darstellung der Koeffizienten in einem Ko- 
ordinatensystem den Unterschied zwischen den normalen und den 
krankhaften Fallen besser zum Ausdruck bringt, als wenn die Ver- 
anderungen der Reststickstoff- und Harnstoffstickstoffwerte neben- 
einander angefiihrt wirden. Der azotémische Koeffizient betrug, aus 
den obigen Hungerwerten berechnet (vgl. Tabellen I und II), im 
Mittelwert normal 50,5, bei mit kleinen Urannitratdosen behandelten 
Tieren 65,5, in einem einzigen Falle von schwerer Urdmie 9 (in der 
vorliegenden Tabelle nicht angefiihrt). 
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Tabelle Il. Anfangshungerwerte 
bei Hunden mit experimenteller Nierenlasion. 





Geschlecht 

und Gewicht “on > Uy > rT NY re ; 
Nr. dee Verauchs- RN1 RNW PN UN Residual A. C, 

tieres 

1 2. 21 ke 33,77 30,71 3,06 20,86 12,91 61,8 
2 moe * 38,85 36,75 2,10 27,51 11,34 70,8 
3 o’, 26 is 27,30 23,10 4,20 17,64 9,66 64,6 
4 3, 204. » 37,10 32,20 4,90 24,08 13,02 64,9 


Mittelwert: 3425 30,69 3,56 22.38 11,87 65,5 


Zur kurvenmaBigen Darstellung der azotaémischen Koeffizienten 
muBte geklart werden, ob nicht gegebenenfalls am 2. und 3. Hungertage 
eine spontane Verdnderung der Koeffizienten zustande kommt. Die 
Kurven 2 und 3, welche die Veranderung der azotamischen Koeffizienten 
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Abb. 2. Abb. 3. 














wahrend des Hungerns registrieren, zeigen nach geringer anfanglicher 
Erhéhung einen fast waagerechten Verlauf; eine wesentliche Veranderung 
findet also (im Gegensatz zu den Werten der Stickstoffkomponenten 
des Blutes) am 2. und 3. Hungertage nicht statt. Tabelle IV zeigt die auf 
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Abb. 4. Abb. 5. 
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Abb. 6. 


Kiweibbelastung eintretende Veranderung des azotamischen Koeffizienten 
bei normalen Tieren, Tabelle V dagegen bei Tieren mit Niereninsuffizienz. 
Besser laBt sich die Bedeutung des azotamischen Koeffizienten erkennen, 
wenn wir bei ein- und demselben Tier die aus seinen Belastungswerten 
vor und nach der Urannitratbehandlung errechneten Koeffizienten im 
gleichen Koordinatensystem aufzeichnen (Abb. 4, 5 und 6). Das Ver 





Tabelle III. 
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Tabelle IV. Azotaimische Koeffizienten 


von normalen Hunden nach EiweiBbelastung mit 500g Fleisch 





at bem Hun Y Nach Stunden 

™ " ) re c ger- 

Nr. Datum des Versuchs- wert Seo ie Va ie oe (niente! WER Res Meee a 
tieres 5 10 12 14 24--26 35—36 40 48 

S 20 Std. 

1 24. 1.19385) 9, 11kg | 485  63,7'71,070,5 70,5 | 58,7/ 59,7, — | - 

2 | 21. XI 19384; of, 9, 53,3 74,2.81,38' — | 77,6 | 67,8 | 64,0 54,8) - 

3 7. IL. 1986}. of, 16, 45,6 57,2 63,4 63,8) 57,1 52,0! 466 — | — 

410. 10.1985; of, 17, 55,1 66,5 73,6 70,0) 70,2 49,7 58,7 51,7/54.4 


Tabelle V. 
Azotamische Koeffizienten nach Eiweibbelastung (500 gFleisch 
bei Hunden mit experimenteller Nierenlasion. 





Geschlecht 
und Gewicht Hunger- 
des Versuchs- wert paw ; ; ni AAS 
Heres 5 | 10 | 12 14 2% | 35 | 40 | 48 


Nach Stunden 
Nr. Datum 


1 8. V.1985| 9, 27 kg! 61,8 | 66,080,1/79,7| 79,5 |68,1 
2 5. VI.1986) o, 9 PA 70,8 75,6'85,2; — | 82.8 |75,2 
(16 Std.) 
3 6. XI1.1936' of, 26 a 64,6 63,8 71,2 74,0, 77,0 76,1067,4 — - 
4 || 8. VINI.1936! of, 201/, , 64,9  70,9'75,0, — | 77,7 — 64,1 — | - 
5 116. IX.1986; of, 14 ms 85,0 |'81,0i' — | — | 89,0 — | — /83,1'85.9 
(Uramie) 


hailtnis der beiden Kurven ist in allen drei Fallen iibereinstimmend ! 
Die normale (untere) Kurve steigt schnell an, erreicht in der 10. Stunde- 

also bei maximaler Belastung — den Kulminationspunkt und sinkt 
rasch ab. Die Kurve des Koeffizienten nach der Behandlung verlauft 
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Abb. 7. 


in allen Fallen héher als die vorige, Anstieg und Abfall sind wenige: 
schroff, wodurch sie in der Mitte des dem Maximum der Belastung 
entsprechenden Abschnitts dem Maximum der normalen Kurve seh 
1ahekommt. Abb. 7 zeigt die Kurve des urimischen Tieres im Vergleich 
zu der des normalen. Das Verhialtnis dieser beiden Kurven zueinande: 
ist im wesentlichen dasselbe wie friiher, jedoch ist die Entfernung zwischen 
den Maxima gréBer und die konvexe Kurve wurde nahezu waagerecht 
In diesem Falle zeigen daher die Koeffizienten standig hohe und durch 
die Belastung kaum zu beeinflussende Werte. 
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Dieser charakteristische Verlauf der normalen und der Belastungs- 


kurve der azotaémischen Koeffizienten diufte folgendermaBen gedeutet 
werden. Die niedrigen Anfangs- und Endwerte (Hungerwerte) des Koeffi- 
zienten, die wir bei Normaltieren beobachteten, sind die Folge davon, 
da der aus der letzten Nahrungsaufnahme stammende Harnstoff- 
stickstoff durch die Nieren vollstandig entleert wurde. Die im Maximum 
der Belastung gefundenen hohen Werte kénnen hingegen durch den un- 
gestérten Verlauf der Desamidierungsprozesse und die vollkommene 
Harnstoffsynthese erklart werden. Bei der experimentellen Nieren- 
insuffizienz (auch bei der noch so geringfiigigen) verzégert sich die 
Ausscheidung des Harnstoffstickstoffs. Dies ist die Ursache der hiheren 
Werte, die wir im Anfangs- und Endabschnitt der Belastungskurve des 
azotimischen Koeffizienten finden. Das relativ geringere Ansteigen der 
Werte wihrend der Belastung der mit Urannitrat behandelten Tiere 
diirfte entweder durch eine starkere Harnstoffausscheidung oder eine 
gestérte Harnstoffbildung bedingt sein. Da wir aber in unseren Fallen 
eine gesteigerte Ausscheidung infolge der Nierenlaision ausschlieBen 
kénnen, kommt als einzig mégliche Ursache nur die gestérte Harnstoff- 
bildung in Betracht. Diese kann einerseits eine Folge der Schadigung des 
Leberparenchyms sein, die durch die Urannitratbehandlung gleichzeitig 
mit der Nierenlaision zustande kam; andererseits kann die Schadigung 
des Nierenparenchyms durch Urannitrat nicht nur die Ausscheidungs- 
fahigkeit der Niere, sondern auch ihre Ammoniogenese beeintrachtigen, 
wodurch der Leber weniger Ammoniak zugefiihrt wird, was die Harn- 
stoffbildung ebenfalls beeintrachtigen kann. Fiir diese Méglichkeiten 
spricht der Umstand, daB das Ansteigen des Reststickstoffs bei uran- 
behandelten Tieren nach EiweiSbelastung im selben (zuweilen auch in 
stirkerem) Mabe erfolgt wie bei Normaltieren. 

Durch weitere Untersuchungen miiBte die auch praktisch wichtige 
Frage klargestellt werden, ob die Belastungskurve der azotémischen 
Koeffizienten bei einer derartigen Nierenlasion, bei welcher mit Sicherheit 
keine Schadigung des Leberparenchyms in Frage kommt, mit der Be- 
lastungskurve der oben angefiihrten Fille identisch ist, oder ob die- 
selben von Anfang bis zu Ende ein gleichmaBiges Ansteigen, nach der 
Belastung sogar ein weit stirkeres Ansteigen zeigt, wie dies bei der 
Belastung von Normaltieren festgestellt wurde. Auf diese Weise kinnte 
vielleicht klargelegt werden, ob es sich in gegebenen Fallen nur um 
eine reine Nierenlision handelt oder ob diese mit einer gleichzeitigen 
Lasion der Leber kompliziert ist, was in spateren Stadien der Nieren- 
insuffizienz tatsachlich der Fall ist. 

Zusammenfassung. 

1. Wir fanden, daB bei durch Urannitrat hervorgerufener gering- 

fiigiger Nierenlasion die EiweiSbelastungskurven den normalen Kurven 
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ahnlich sind. Nur die Hungerwerte liegen im Mittelwerte (RN 35 


und UN 83%) hoher. 

2. Bei urannitratbehandelten Tieren erleidet der azotamische 
Koeffizient gegeniiber den normalen Verhaltnissen eine Verainderung: 
bei geringgradiger Nierenlasion liegen die Hungerwerte (erster und letzter 
Abschnitt der Belastungskurve) wesentlich héher; im Maximum der 
Belastung ist der Unterschied jedoch gering. Beim urdmischen Tiere ist 
der Koeffizient standig hoch und gab auf EiweiBbelastung kaum be- 
einflubbare Werte. 


Literatur. 
1) L. Sas, diese Zeitschr. 282, 3—4, 1935. — 2) Nonnenbruch, Weiser, 
D. A. Klin. Med. 78, 239, 1935. — 3) L. Sas, l.c. 1. — 4) Dickson, Arch. 
int. med. 3, 1909; ebenda 9, 1912. — 5) Zit. v. Barral, Précis d’anal. biol. 
clin. 2, 260, 1931. — 6) A. Boivin, Bull. soc. chem. biol. 8, 456—461, 1926. 
— 7) Pregl, Die quant. org. Mirkoanal., Berlin 1930. 
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Uber den Vitamin-C-Gehalt der Kartoffeln. 
II. Mitteilung: 
Sommer- und Herbstkartoffeln der Ernte 1936. 


Von 
A. Scheunert, Johs. Resehke und Eva Kohlemann. 


Eingegangen am 26. Februar 1937. 
gegang 


Nachdem in der I. Mitteilung! iiber das Verhalten des Vitamin-C- 
Gehalts der Kartoffeln der Ernte 1935 bei der Lagerung bis in den 
Juni 1936 hinein berichtet worden ist, wurden die Untersuchungen mit 
Sommerkartoffeln 1936 fortgesetzt und auch auf die Herbstkartoffeln 
ausgedehnt. 


Inzwischen hat Lojander? iiber den Vitamin-C-Gehalt gekochter Kar- 
toffeln berichtet; er benutzte ein Verfahren, welches als Abanderung der 
Tillmansschen Methode angesehen werden mu8. Der Autor fand wie wir, 
da®B trotz langer Lagerung bis in das Friihjahr hinein Vitamin C vorhanden 
ist und gibt an, daB im Januar, Februar und Marz der Gehalt sehr gering ist, 
dann aber wieder zunimmt, was er auf die Keimung zuriickfiihrt. Be- 
merkenswert ist, daB beim Kochen geschalter Kartoffeln, und zwar zu- 
nehmend mit dem Grad der Zerkleinerung, Vitamin C in das Kochwasser 
iibergeht, so daB eine weitgehende Ausschwemmung erfolgen kann. Es 
wire interessant gewesen, wenn diese Ergebnisse durch Tierversuche noch 
weiter erlautert worden waren, da die Titrationsmethode mit vielen Fehler- 
quellen behaftet ist und allein keine vollkommen sicheren Schliisse gestattet. 
Methodisch ist in dieser Richtung eine Arbeit von Mack® wichtig, der sich 
unter anderem mit der Wirkung der Oxydasen in sauren Lésungen von ver- 
schiedenem py beschaftigt. Danach hebt 20 °,ige Trichloressigsdurelésung, 
z. B. im rohen Kohlextrakt, die Fermentwirkung nicht vollstandig auf. 
Unwirksam wird die Oxydase, deren Aktivitaét auBerdem sehr variiert, erst 
durch Extraktion mit n Schwefelséure. Weiter hat 7'schopp* bei einer Nach- 
priifung simtlicher Titrationsmethoden darauf aufmerksam gemacht, daB 
Ascorbinsaéure in 20°,iger Trichloressigsaurelésung im Verlauf von 90 Mi- 
nuten zu 8,1 °, zerst6ért wird. Eine ahnliche Angabe findet sich bereits bei 
Emmerie und van Eekelen®. Diese Wirkung hatte die von uns angegebene 
Extraktions- und Titrationsmethode empfindlich stéren kénnen. Dem- 
gegeniiber hat aber bereits van Eekelen® folgendes berichtet. In 10g Kar- 
toffeln wurden bei 3 °,iger trichloressigsaurer Extraktion 3,05 mg Ascorbin- 
siure gefunden. Nach Zugabe von 2,25 mg Ascorbinsiure wurde die 
Titration wiederholt und 5,36 mg gefunden, d.h. die zugesetzte Ascorbin- 
siure war in diesem Falle nicht zerstért worden. Aber selbst wenn zu 


1 4. Scheunert, Johs. Reschke u. E. Kohlemann, diese Zeitschr. 288, 261, 
1936. — ? W. Lojander, Duodecim (Helsinki) 52, 787, 1936. — *G. L. Mack, 
Nature (London) 2, 505, 1936. — 4 W. Tschopp, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
244, 59, 1936. — ° A. Emmerie u. M. van Eekelen, Biochem. J. 28, 1153, 
1934. — ® M. van Eekelen, Nature 1386, H 3430, 8S. 144/45, 1935. 
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Trichloressigsaure zugesetzte Ascorbinsaure vernichtet wiirde, so braucht dies 
nicht gleicherweise fiir die in pflanzlichen Geweben befindliche bzw. aus 
ihnen extrahierte Ascorbinsiure zu gelten, da wir tiber die Form, in der die 
Ascorbinséure hier vorliegt, nicht unterrichtet sind. Um festzustellen, ob 
bei unserem Verfahren der Trichloressigsaureextraktion eine Zerst6rung des 
Vitamins C in Frage kommt, wurde der nach unserer Vorschrift (1. ec. S. 313) 
hergestellte Extrakt vorschriftsmaBig sogleich titriert und dann in einem 
anderen Teil des Extraktes die Titration nach 2 Stunden wiederholt. Es 
ergaben sich dabei folgende Werte in n/1000 cem Farbstofflésung fiir 10 eem 
des Extraktes: 

1. Mit Schale geddmpfte Kartoffein. Titration nach Fertigstellung des 
Extraktes mit Essigséure: I. 3,65 cem, I1. 3,65 ecem; nach 2 Stunden 3.5 cem. 
Titration nach Fertigstellung des Extraktes mit Trichloressigsaure: 
I. 3,70 cem, Il. 3,60 cem; nach 2 Stunden 3,35 cem. 

2. Rohe Kartofjeln. Titration nach Fertigstellung des Extraktes mit 
Trichloressigsaure: I. 5.35 cem, Il. 5.35 ecem: nach 2 Stunden 5,15 eem. 

Die Abnahme war somit éuberst gering. Wenn man nicht annehmen 
will, daB wahrend der etwa 30 Minuten langen Herstellung des Extraktes 
eine anfangs rasche, spiiter langsamere Zerst6rung der Ascorbinsiure statt - 
gefunden hat, ist kaum eine merkliche StOrung der Versuchsergebnisse zu 
erwarten. Immerhin ist in Hinbliek auf die Ergebnisse von Wack und die 
noch ungeklarte Trichloressigsiurewirkung eine weitere Verbesserung de1 
Methode geboten. Da wir bisher in dieser Richtung keine entscheidenden 
Fortschritte erzielt haben, sind wir vorlaufig bei unserem Vorgehen geblieben. 


1. Sommerkartoffeln 1936. 

Zwei Sorten Kartoffeln dieser Art wurden Ende Juli 1936  be- 
schafft. Die Kartoffeln wurden sogleich und nochmals nach sechs- 
woéchentlicher Lagerung mit der Titrationsmethode untersucht. Das 
Ergebnis ist in folgender Tabelle zusammengestellt. Die Zahlen sind 
Mittelwerte aus mehreren Titrationen und mehreren Knollen, und zwar 
wurde aus jeder Knolle ein 10g schweres Stiick herausgeschnitten. 
Der Vitamin-C-Gehalt verschiedener Knollen schwankt auch hier wieder 
betrachtlich; unmittelbar nach der Ernte ergibt sich aus der Titration 
ein sehr hoher Vitamin-C-Gehalt. Weiter sieht man eine erhebliche 
Abnahme des Vitamin-C-Gehalts beim Lagern dieser Kartoffeln. Nach 
6 bis 7 Wochen sind bereits 50°% verloren gegangen. Es bleibt dahin- 
gestellt, ob dieser starke Riickgang mit der hohen Aubentemperatur 
in den Monaten August/September oder mit der Sorte in Zusammenhang 
steht. Die groBen Schwankungen machen eine genaue Beurteilung un- 
moéglich, zumal irgendwelche methodischen Einfliisse, die man nicht 
iibersieht, einen EinfluB haben kénnen. Beide Kartoffelsorten wurden 
deshalb im Meerschweinchenversuch ausgewertet, wobei wir uns dem 
Vorgehen von Dalmer und Moll! anschlossen. 

Es wurden dazu Gruppen von je fiinf jungen Meerschweinchen verwendet, 
die als Zulage pro Tier und Tag je 1, 2 und 3g rohe Kartoffel erhielten. Die 


' O. Dalmer u. Th, Moll, Zeitschr. f. physiol. Chem. 209, 211, 1932. 
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Tabelle I. 





In 10g waren 
enthalten mg 


In 10g waren 


9 sysue yr 
enthalten mg 2. Untersuchung 


Kartoffelsorte 1. Untersuchung 


1936 Ascorbinsaure 1936 Ascorbinsiure 
R groBe Knolle. . . on. VE 3.1 19. IX. 1,7 
R kleine eee 3. VILL. 2,3 1 oe > e 1,7 
B grobe Knoile. . . 1. VIII. 3.2 19. IX. 1.6 
B kleine Oe rt ear IL. Vai 2.4 2t.. FA. 1,1 


Tiere befanden sich in Einzelkafigen und erhielten das von uns abgedinderte 
Futter des Lister-Instituts!, dazu 3 Stunden auf 120° erhitztes Heu und 
autoklavierte Milch. Zur Verfiitterung der Zulage wurde jedem Tier in 
einem reinen Aquariumglas die abgewogene Kartoffelmenge gegeben. Die 


Aufnahme erfolgte meist ohne weiteres. Geschah dies nicht, so wurde 
die Zulage zwangsmiibig gefiittert. Dies war regelméBig bei den Tieren 
Nr. 2626 und 2444 der Fall. Gleichzeitig wurden drei negative Kontrolltiere 


gehalten; auBerdem bekamen drei Gruppen von Meerschweinchen reine 
Ascorbinséure, und zwar 0,25, 0,50 und 0,75 mg. Die Ascorbinsiure 
wurde in Lésung mit der Rekordspritze gefiittert. Nachdem das erste 
Kontrolltier mit negativem Befund am 36. Versuchstag gestorben war, 
wurden am 37. Tage simtliche Tiere getétet und seziert; aus den Befunden 
wurde der Skorbutgrad festgestellt. 

Versuchsverlauf und Ergebnisse sind in Tabelle I] zusammengestellt. 
Es wird diejenige Dosis der Zulage ermittelt, die gerade noch geringe 
Skorbuterscheinungen hervorrief. Dies ist, wie aus der Tabelle zu er- 
sehen, bei der Zulage von 3 g bei beiden Kartoffelsorten der Fall. Dabei 
hat Kartoffel R offenbar etwas besser gewirkt als Kartoffel B. Die 
Zugabe von 0,5 mg reiner Ascorbinsaéure entspricht etwa der Wirkung 
von 3g der Kartoffel R. Dies wiirde bedeuten, dab 3g Kartoffel R 
etwa 0,5 g Ascorbinsaure, 3 g Kartoffel B eine sehr geringe Menge weniger 
enthalten. Auf 10 ¢ Kartoffel R umgerechnet, ergibt das einen Gehalt 
von 1,67 mg Ascorbinséure, was ungefahr dem Titrationsergebnis der 
zweiten Untersuchung entsprechen wiirde. Diese Titration wurde am 
Ende des Tierversuchs (17. September) durchgefiihrt. Immerhin 
scheint hieraus hervorzugehen, daB die Titration tatsichlich brauchbare 
Aussagen iiber den Vitamin-C-Gehalt zulaBt, sofern man einen, durch 
zahlreiche Untersuchungen zu sichernden Mittelwert zugrunde legt. 
Die gleich nach der Ernte erhaltenen hohen Werte kommen fiir die 
Erérterung des Tierversuchs nicht in Frage, weil sie mehrere Wochen 
vor Beginn des Tierversuchs ermittelt wurden. 

Bei der Beurteilung der Kartoffel als Vitamin-C- Quelle fiir die 
menschliche Ernahrung ist es wichtig, zubereitete Kartoffeln zu unter- 
suchen. Je 1 kg beider Kartoffeln wurde deshalb am 23. und 24. Sep- 
tember in der Schale gedimpft und hieraus eine Mittelprobe zur Titration 


1 M.F. Bracewell, E. Hoyleu. S. S. Zilva, Med. Res. Council, Spec. Rep. 
Ser. Nr. 146, 145, London 1930. 
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318 A. Scheunert, J. Reschke u. E. Kohlemann: 


entnommen. Kartoffel R enthielt in 10g 1,5 mg, Kartoffel B 1,3 mg 
Ascorbinsiure. Vergleicht man hiermit den entsprechenden Rohwert 
(zweite Untersuchung), so erkennt man, da entsprechend allen friiheren 
Ergebnissen der Vitamin-C-Gehalt nur wenig herabgesetzt ist. Diese 
Zahlen bedeuten, daB mit 100 g gedampfter Kartoffel R etwa 15 mg, 
mit Kartoffel B etwa 13 mg Vitamin C aufgenommen wiirden. Nimmt 
man mit Stepp, Schréder und Kiihnau einen durchschnittlichen Tages- 
bedarf des Menschen yon 20 bis 50 mg Ascorbinséure an, so miibte ein 
KartoffelgenuB im iiblichen AusmaBe ohne weiteres den Minimal- 
bedarf decken und bei etwas reichlicherer Aufnahme eine optimale Ver- 
sorgung gesichert sein, obgleich die untersuchten Kartoffeln bereits 
nach der Ernte lingere Zeit gelagert waren und, wie die Titrations- 
ergebnisse zeigten, schon einen erheblichen Riickgang ihres Vitamin-C- 
Gehalts aufwiesen. 
2. Herbstkartoffeln 1936. 


Um einen Uberblick iiber die Vitamin-C-Versorgung der deutschen 
Bevélkerung durch die wichtigsten Kartoffelsorten zu erhalten, wurden 
von der Herbsternte 1936 mit Hilfe des Reichsnahrstandes drei der 
hauptsachlichsten Kartoffelsorten aus verschiedenen Gegenden Deutsch- 
lands untersucht. Die Kartoffeln wurden 20 Minuten in der Schale 
gedimpft. Mit dieser zweckmaBigsten Zubereitungsart, die leider noch 
keineswegs eingebiirgert ist, treten nyr sehr geringe Vitamin-C-Verluste 
ein, so daB die Ergebnisse ziemlich sicheren AufschluB tiber den Vitamin- 
C-Gehalt der Rohware geben. Dies wiirde beim Kochen ohne Schale 
wegen des unkontrollierbaren Vitamin-C-Verlustes nicht méglich sein. 
Zubereitete Kartoffeln wurden auch deshalb untersucht, weil dabei die 
Oxydasen zerstért werden und ohne Schwierigkeiten eine Mittelprobe 
erhalten werden kann. 


Je 1kg Kartoffeln verschiedener GréBe wurden nach dem Abkthlen 
geschalt, gewogen und im Morser auf 100g Kartoffelmasse 20 cem 8 °,ige 
methylalkoholische Essigsiure gegeben. Dann wurde zu einem Brei ver- 
rieben, nochmals gewogen und mehrere Portionen, 10g urspriinglicher 
Kartoffelmasse entsprechend, abgewogen. Hierzu wurden 18cem 8 °ige 
methylalkoholische Essigsiure gegeben und dann wie beschrieben! ver- 
fahren. Die bei der Titration erhaltenen Ergebnisse sind in der folgenden 
Tabelle ITI aufgefiihrt. 

Die unter I und II angefiihrten Ergebnisse entsprechen zwei ver- 
schiedenen Proben und sind Mittelwerte aus je zwei Titrationen, die 
im iibrigen gut iibereinstimmen. Die Tabelle zeigt Schwankungen 
nach Sorte und Herkunftsort, ohne daB sich dabei GesetzmaBigkeiten 
ableiten lieBen. Wenn man von den extrem hohen Werten, die bei der 


1 4. Scheunert, Johs. Reschke u. E. Kohlemann, diese Zeitschr. 288, 
261, 1936. 








fu 
di 


de 


sO 
se 
W 


dt 


da 
ell 
un 
im 
Ti 
As 


de 


fiil 
Ge 
un 
Ci 
sel 


oh 
lie. 


sek 
ern 








Uber den Vitamin-C-Gehalt der Kartoffeln. 


Sorte Ackersegen aus Mitteldeutschland ge- 
funden wurden, absieht, kann man sagen, dal 
die drei fiihrenden Kartoffelsorten kurz nach 
der Ernte 1936 bei Zubereitung durch Dampfen 
in der Schale pro 100g etwa 13 bis 19mg 
Vitamin C enthalten haben. Die Schwankungen 
sind also nicht sehr erheblich, und die Werte 
zeigen erneut, welche groBe Bedeutung die 
Kartoffel fiir die Vitamin-C-Versorgung der Be- 
vélkerung besitzt. In der folgenden Mitteilung 
soll das Verhalten des Vitamin-C-Gehalts der- 
selben Kartoffelsorten bei Lagerung iiber den 
Winter verfolgt, und die Titrationsergebnisse 
dureh Tierversuche erhartet werden. 


Zusammenfassung. 


Der Vitamin-C-Gehalt von Sommerkartoffeln 
ist unmittelbar nach der Ernte hoch und nimmt 
dann bei der Lagerung ab. Er schwankt bei den 
einzelnen Kartoffeln erheblich. Im September 
untersuchte Sommerkartoffeln enthielten, wie 
im Tierversuch in Ubereinstimmung mit der 
Titration festgestellt wurde, in 10g etwa 1,67 mg 
Ascorbinsaéure. Déampfen in der Schale setzte 
den Vitamin-C-Gehalt auf etwa 1,5 mg_ bzw. 
1,3 mg herab. 

Aus der Herbsternte 1936 wurden drei 
fiihrende Kartoffelsorten aus sechs verschiedenen 
Gegenden Deutschlands in der Schale gedampft 
untersucht. Nurin einem Falle war der Vitamin- 
C-Gehalt mit etwa 2,5 mg in 10g Kartoffeln 
sehr hoch. Bei allen iibrigen Kartoffeln lag der 
Ascorbinsauregehalt zwischen 1,3 und 1,9 mg, 
ohne da sich GesetzmaBigkeiten ermitteln 
lieBen. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft, die die Durchfiihrung dieser Untersuchungen 
ermdglichte, fiir ihre Unterstiitzung. 


Tabelle 
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Mikrophosphorbestimmung im Liquor. 
Von 
Caspar Tropp, Otto Seuberling und Bruno Eckardt. 
(Aus der Medizinischen und Nervenklinik Wirzburg.) 


(Eingegangen am 1, Marz 1937.) 


Die chemische Untersuchung des Liquor cerebrospinalis ist eine 
der wichtigsten diagnostischen Methoden der Neurologie. Obwohl 
das Zentralnervensystem in der Hauptsache aus Lipoiden besteht, 
hat man sich bisher fast ausschlieBlich auf die Bestimmung der Eiweib- 
kérper beschrankt. Die Lipoid-Phosphorbestimmung wurde in ein- 
zelnen Liquorpunktionsmengen, soweit wir die Literatur iibersehen, 
noch nicht durchgefiihrt. Es liegen lediglich vereinzelte Angaben iiber 
den Phosphatidgehalt des normalen Liquors [Mestrezat zit. nach 
Demme (1)| vor, der mit 22 mg-°% angegeben wird. Im Schrifttum der 
letzten Zeit wurden diese hohen Werte stark angezweifelt (Demme 1. c.). 
Zur Erforschung der mit Lipoidschwund einhergehenden Nerven- 
erkrankungen schien es wiinschenswert, eine Mikromethodik zur 
Phosphatidbestimmung auszuarbeiten, die in relativ kleinen Liquor- 
mengen, wie sie bei einer gew6hnlichen Punktion erhalten werden, eine 
exakte Bestimmung des Lipoidphosphors und der iibrigen Phosphor- 
fraktionen zulieB. 

Wir entschlossen uns, eine von Kuttner und Mitarbeitern (2) an- 
gegebene Mikrobestimmungsmethode des Phosphors sowohl fiir die 
anorganische, gesamtsiurelésliche und Lipoidfraktion in bezug auf 
ihre Anwendungsmoglichkeit fiir den Liquor zu iiberpriifen. Das Prinzip 
der von Kuttner und Mitarbeitern (1. c.) gewahlten Mikrobestimmungs- 
methode besteht in der Reduktion der Phosphormolybdansaure durch 
Zinnchloriir. Es entsteht eine ziemlich konstante tiefblaue Farbe, die 
gut kolorimetrisch bestimmbar ist. Zur vergleichenden Bestimmung 
der verschiedenen Farbt6ne wurde von uns nicht die in der Original- 
methode angegebene kolorimetrische, sondern die stufenphotometrische 
Arbeitsweise gewahlt, die sich, wie sich aus Arbeiten von Polano (3), 
Schaaf (4) und Bomskov (5) zu ersehen ist, bestens bewahrt hat. Der 
Vorteil aller stufenphotometrischen Methoden besteht ganz allgemein 
im Fortfall einer Standardvergleichslésung, sobald die Eichkurve 
einmal aufgestellt ist. 

Als brauchbarstes Filter wurde von Schaaf (l.c.) das Filter S 61 
angegeben. Filter wie S 72 und S 75, die sich am Ende des Spektrums 
befinden, wurden aus optischen Erwagungen verworfen. In einer 
jiingst erschienenen Arbeit von Polano (l.c.) hat dieser nachgewiesen, 
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daB sich die Filter S 61 und S 72 im Gebrauch als gleichwertig erweisen. 
Wir haben seit Beginn unserer Arbeiten das Filter S 75 verwendet und 
auf Grund der Schaafschen Arbeit eine eingehende Priifung des Filters 
S 61 und § 75 durchgefiihrt. Wir stellten mit derselben Standardlésung 
sowohl fiir Filter S 61 als auch fiir das Filter S 75 getrennte Eichkurven 
auf und fanden in vielen Versuchen innerhalb verschiedenster Konzen- 
trationsbreiten mittels einer Standardlésung, daB die mit beiden Filtern 
abgelesenen Werte in keinem Falle gréBere Differenzen als 3°, un- 
giinstigsten Falles 5°, ausmachten. 

Die Methode von Kuttner und Mitarbeitern hat sich bei der Durch- 
fiihrung unserer Liquoruntersuchungen mit gewissen Abanderungen, 
auf die wir noch eingehen werden, bewahrt. Auch die gewahlten Rea- 
genzien entsprechen im groBben und ganzen, sowohl hinsichtlich ihrer 
Konzentration, als auch ihrer Zusammensetzung, der Originalvorschrift. 
Der Analysengang wird im experimentellen Teil in allen Einzelheiten 
besprochen. Die erwihnten Autoren machen in ihren Arbeiten auf die 
groBe Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration fiir eine konstante 
und stets reproduzierbare blaue Farbung nachdriicklich aufmerksam. 
Sie geben Kurven wieder, aus denen die Abhangigkeit der Farbe, der 
Farbintensitaét und der Farbbestandigkeit von der Menge der zugesetzten 
Schwefelsiure hervorgeht. Wir haben nochmals in Reihenversuchen 
die giinstigsten Bedingungen fiir unsere Volumenverhiltnisse fest gestellt. 

Zur Ermittlung der Sauremenge, die die optimalsten Farb- 
bedingungen fiir eine hinreichend lange Beobachtungszeit gewahrleistet 
wurden diese in Abhangigkeit von der Menge zugegebener 2n H,SO, 
sowohl im Leerversuch als auch in einer Lésung, die genau 0,0050 ¢ P 
enthielt, untersucht. 

Tabelle I. 





Gesamtvolumen - Abgelesener 
10 cem, darin Farbe P-Wert 

Nr. enthalten an eect ena ——— der Standard- 
2n H2S0, ; “_ der Standardlisung lisung * 

‘iat des Leerversuchs mit 0,005 mg-9/, P mg- 

1 0,2 blau nach wenigen Minuten sofort blau 0,0036 
2 0,4 2 i - ‘ 0,0046 

3 0,6 geringe Blaufarbung ‘ 0.0060 (1) 
4 0,8 nahezu farblos of 0.0051 
5 0,9 farblos » 0,0051 
6 1,0 P , 0.0051 
7 1,2 “ langsam blau 0,0051 


* Die angefiihrten P-Werte wurden gegen farblose Kontrollen stufenphotometriert, da 
sich die Leerversuche 1 mit 4 blau verfirbten. 


Auf Grund dieser Voruntersuchungen wahlten wir die Versuchs- 
bedingungen, abgesehen von der Bestimmung des anorganischen Phos- 
phors, derart, daB sich im Endvolumen von 10 ccm 1 ccm 2n H,SO, 
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befand. Die Bestimmung der verschiedenen Phosphorfraktionen im 
Liquor erforderte eine Umarbeitung der hauptsachlich fiir Blut und 
Gewebe angegebenen Originalmethode auf die ganzlich anderen Ver- 
haltnisse des Liquors. Es muBte von vornherein mit sehr viel geringeren 
Phosphormengen, insbesondere bei der Lipoidfraktion, gerechnet 
werden. Wegen der jeweils nur in geringer Menge zur Verfiigung 
stehenden Cerebrospinalfliissigkeit konnten fiir eine Lipoidbestimmung 
niemals mehr als 5cem verwendet werden. 

Der EiweiBgehalt des Liquors betragt im Durchschnitt 24 mg-%. 
Zur Bestimmung des anorganischen und gesamtsiureléslichen Phosphors 
ist eine EnteiweiBung notwendig, die mit Trichloressigsiure durchgefiihrt 
wird. Aus zahlreichen Versuchen ergab sich als giinstigstes Verhaltnis 
zur sicheren EnteiweiBung, auch bei starkster, krankhafter Eiweib- 
vermehrung bis zu 500 mg-°%, eine Vermischung von gleichen Teilen 
des Liquors mit 14°%,iger Trichloressigsaure. 

Bei der Bestimmung des Lipoidphosphors muBten zur Extraktion 
desselben aus dem vorwiegend wisserigen Liquor neue Wege gegangen 
werden. Das Bloorsche Ausschiittelungsgemisch konnte keine Ver- 
wendung finden, da selbst bei Zugabe gréBerer Mengen keine Trennung 
der Atherschicht eintrat. Wir fanden in Reihenversuchen als giinstigstes 
Ausschiittelungsgemisch ein Verhaltnis von Liquor : Alkohol : Ather 

5:4:5. Die Veraschung fiihrten wir iiber freier Flamme als Hand- 
veraschung in kleinen Kélbchen aus Duranglas durch. Der Zeitgewinn 
gegeniiber der iiblichen Veraschung auf dem Veraschungsgestell war 
sehr betrachtlich. Um in der Endlésung, die der Stufenphotometrierung 
unterworfen wurde, ein stets gleichbleibendes pu zu gewahrleisten, 
unabhangig von dem Schwefelséureverlust bei dem VeraschungsprozeB, 
haben wir nach der Veraschung zuerst genau neutralisiert und dann 
stets lecm 2n H,SO, zugesetzt. In Sonderversuchen wurde fest- 
gestellt, daB die entstandene Salzvermehrung in keinerlei Weise auf die 
Farbbildung stérend wirkte. Unter diesen so gewahlten Bedingungen 
war das px aller Endlésungen auch nach der Veraschung stets mit 
1,90 konstant. Die absolut reproduzierbaren Werte wurden in vielen 
Doppelbestimmungen gepriift. 

Ein Uberblick iiber die Leistungsfahigkeit der von uns beschriebenen 
Methode gibt Tabelle IT. Sie enthalt die Angaben iiber den anorganischen, 
gesamtsaureléslichen Lipoid- und Gesamtphosphor des Liquors von 
zehn Patienten, bei denen mit den iiblichen anderen Methoden, wie 
EiweiBbestimmung, Mastixreaktion usw., ein normaler Liquorbefund 
erhoben wurde. Es zeigt sich, daB der anorganische Phosphor zwischen 
1,02 und 1,84 mg-°%, der gesamtsaurelésliche Phosphor zwischen 1,36 
und 2,14 mg-%, der Lipoidphosphor zwischen 0,016 und 0,030 mg-% 
und der Gesamtphosphor zwischen 1,37 und 2,15 mg-% schwankt. 
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Tabelle LI. 





1 2 3 4 5 5 
Gesamtsiure- : 
Nr. Anorg. léslicher Phos- Lipoid- —— . a 
Name Phosphor icaaioe phosphor phosphor phosphor 
mg-°)9 mg¢-9/ 5 mg-° mg-' mg-' 
1 Maria B. 1,58 1,87 0,022 1,90 1,892 
2 Karola H. 1,64 2.14 0,016 2,14 2,156 
3 Wilhelm F. 1,84 2,12 ),026 2,15 2,146 
4 Albert St. 1,66 1,98 0,022 2,00 2,002 
5 Anna K. 1,16 1,68 0,016 1,70 1,696 
6 Georg K. 1,64 2,00 0,030 2,04 2,030 
7 Susi Cr. 1,14 1,38 0,020 1.41 1,400 
S Berta K. 1,16 1,65 0,019 1,71 1,699 
y Babette R. 1,02 1,36 0,024 1,37 1,384 
10 Mich. Sch. 1,76 1,80 O,O1LS 1.84 1,818 


Anmerkung: In der Kolonne 6 ist der errechnete Gesamt-P-Wert aufgezeichnet. Diese 
Ubersicht soll nur orientierenden Charakter haben, da die Lipoid-P-Werte innerhalb einer 
anderen Gréfenordnung bestimmt wurden als die P-Werte der Kolonnen 2, 3 und 5. 


‘aa . . ’ . . 

Uber die Auswertung dieser Normalwerte in Beziehung zu den 
gefundenen Werten pathologischer Liquoren wird in einer gesonderten 
Arbeit in einer neurologischen Zeitschrift berichtet werden. 


Experimenteller Teil. 


Wir bringen zunichst eine Aufzdhlung aller zu den Reaktionen 
erforderlichen Reagenzien, die gréBtenteils der Originalarbeit von 
Kuttner und Mitarbeitern entnommen sind. Sodann berichten wir zu- 
sammenhangend tber die Arbeitsginge zur Bestimmung der einzelnen 
Phosphorfraktionen. 

1. 14°.ige Trichloressigsiure (reinst, E. Merck, Darmstadt), gelést in 
redest. Wasser. 
2. 7°. ige Trichloressigsaéure, gelést in redest. Wasser. 
3. Molybdanschwefelsaurereagens : 
a) 93cem konzentrierte Schwefelsiure pro anal. werden in redest. 
Wasser gegossen und nach dem Erkalten in einem MeBkolben auf 
1000 cem aufgefiillt. 
b 


7,50 g¢ Natriummolybdat pro anal. (£. Merck) werden in etwas 
redest. Wasser gelést und in einem MeSkolben auf 100 ccm auf 
gefiillt. 
Kurz vor Gebrauch werden 3 Teile der Loésung a) mit 1 Teil der L6 
sung b) gemischt. 
4. Zinnchloriir: Stammlésung: 10g Zinnchloriir pro anal. werden in 
einem 25 ccm fassenden MeBk6élbchen in etwas rauchender Salzsaéure 
pro anal. gelést und dann mit dieser bis zur Eichmarke aufgefiillt. Dies 


Stammlésung ist etwa 4 Wochen haltbar. Vor Gebrauch wird die 


Lésung 200fach verdiinnt. 
5. Normalschwefelsaure. 


6. Konzentrierte Schwefelsaéure pro anal. 
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Wasserstoffsuperoxyd, 30°,ig, pro anal. 

8. Phenolphthalein in alkohol. Lésung, 0,1 jig. 

9. Natronlauge, 40 ° ig. 

10. Alkohol redest., 96 °,ig. 

11. Schwefelather redest. 

12. Phosphorséurestandardlésung (zur Aufstellung der Eichkurve). 0,4394 g 
primires Kaliumphosphat pro anal. werden in einem 1000-cem-Meb- 
kolben mit etwas redest. Wasser gelést und dann bis zur Eichmarke 
aufgefiillt. (1cem dieser Lésung entspricht 0,1 mg Phosphor.) Von 
dieser Stammlésung werden drei Standardlésungen hergestellt : 


a) 5cem Stammlds. + 195 ecm redest. Wasser (1 cem = 0,0025 mg P) 

0 a ae es + 95 ,, RS es (1... == 00680 5, P) 

ce) 10 ,, a + 90 ,, ss s tt: 5 = OO... 2) 
Arbeitsgang. 


1. Anorganischer Phosphor. 


1,5cem Liquor werden mit einer genau kalibrierten Pipette in ein 
schmales, spitz zulaufendes Zentrifugenglas von 5ccm Inhalt pipettiert. 
Nach Zusatz von 1,5ceem 14° ,iger Trichloressigséure (1.) wird mit einem 
feinen Glasstab gut durchgemischt und das Zentrifugenglas im siedenden 
Wasserbad 3 Minuten lang erhitzt> Sodann zentrifugiert man 20 Minuten 
lang bei 3000 Umdrehungen pro Minute. 2cem der iiberstehenden klaren 
Fliissigkeit werden mit einer genau kalibrierten Pipette abgehebert und in 
ein 10 cem fassendes, mit Glasst6épsel versehenes MeBk6lbchen eingebracht. 
In ein weiteres MeBk6lbchen (Leerversuch) pipettiert man 2 cem der 7 °jigen 
Trichloressigsaure (2.). In beide MeBkélbchen werden sodann 2 ccm des 
Molybdanschwefelsaéurereagens (3.) gegében. Nach griindlichem Umschiitteln 
(sehr wichtig zur Erreichung eines gleichmaBigen py-Wertes!) wird unter 
leichtem Schwenken der Kélbchen l eem der Zinnchloriirlésung (4.) zu- 
gegeben. In dem die anorganische Phosphorfraktion enthaitenden Meb- 
kélbehen ist das Maximum der Farbintensitat nach etwa einer halben Minute 
erreicht und bleibt etwa 2 Stunden konstant. Die Me&8kélbchen werden 
nunmehr bis zur Eichmarke mit Normalschwefelsaure (5.) aufgefiillt. Die 
Lésungen sind jetzt zur Stufenphotometrierung bereit. Als Filter fiir das 
Stufenphotometer wahlten wir, wie bereits erwahnt, das Filter 8S 75, das 
sich bei unseren Reihenuntersuchungen bestens bewahrte. Die Ansetzung 
eines Leerversuches dient einerseits dazu, die Eigenabsorption der zur Ver- 
wendung gelangenden Lésungen bei der Stufenphotometrierung in Rech- 
nung zu setzen (sie betragt etwa 5 bis 6 Trommelteilstriche gegen dest. 
Wasser !), andererseits ist sie eine standige Kontrolle fiir die Reinheit der 
zur Verwendung gelangenden Reagenzien. 

Versuche mit Phosphorséurestandardlésungen (12.) ergaben, daB die 
Farbintensitat der mit diesen Phosphorlésungen angesetzten Versuche 
innerhalb einer Konzentration von 0,001 25 bis 0,01700 mg Phosphor streng 
dem Beer-Lambertschen Gesetz folgt. Die Eichkurve ist mit Hilfe dieser 
Standardlésungen leicht aufzustellen. 


2. Gesamtsdureléslicher Phosphor. 


Nach der EnteiweiBung des Liquors, die genau wie beim anorganischen 
Phosphor durehgefiihrt wird, werden in Veraschungskélbchen aus Duran- 
glas (Volumen der Kugel etwa 5 ccm, Lange des Kélbchens etwa 190 mm, 
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lichter Durchmesser des Halses 10 mm, bei 8 cem und 10 cem Ringmarken) 
2ccm des klaren Filtrats eingefiillt. Nach Zusatz von 3 Tropfen konzen- 
trierter Schwefelsiure (6.) und zwei kleinen Glasperlen zur Vermeidung des 
Siedeverzuges wird iiber freier Flamme bis zur Verkohlung verascht (Dauer 
etwa 2 Minuten). Nach Abkiihlen und Zugabe von 2 Tropfen Wasserstoff- 
superoxyd (7.) erhitzt man bis zur Farblosigkeit weiter. (Dauer etwa 
2 Minuten.) Sodann wird mit etwas Wasser die Innenfliche des Kélbehen- 
halses abgespiilt, um etwaige noch unzerstértg, im K6lbchenhals verbliebene 
Wasserstoffsuperoxydreste in die Kugel zuriickzubringen. Das dritte Er- 
hitzen wird bis zum Aufsteigen von Schwefelsiuredimpfen fortgesetzt. 
(Dauer gleichfalls etwa 2 Minuten.) Nach dem Abkiihlen wird eine geringe 
Menge (etwa 2 bis 3 ccm) redest. Wasser in das Kélbchen gegeben und ein 
Tropfen Phenolphthaleinlésung (8.) zugesetzt. Mit 40 °,iger Natronlauge (9.) 
wird bis zum Rotwerden und dann mit Normalschwefelsaéure (5.) bis zur 
genauen Neutralitat zuriicktitriert. Hierauf gibt man 1 cem der Schwefel- 
saure (3.a) zu und fiillt mit redest. Wasser bis zur Marke 8 auf. Nach 
Zugabe von 1 cem des Molybdanschwefelséurereagens (3.) gieBt man den 
Kélbeheninhalt in ein etwa 25 cem fassendes Becherglas aus und laBt jetzt 
unter leichtem Schwenken 1 cem der Zinnchloriirlésung (4.) langsam zu- 
flieBen. Sodann gieBt man die Lésung bis zur Stufenphotometrierung 
wieder in das K6élbchen zuriick. (Das AusgieBen in ein Becherglas ist 
unbedingt erforderlich, da bei der Zugabe der Zinnchloriirlésung in den 
engen K6élbchenhals die Durchmischung nicht rasch genug erfolgt, wobei 
Schwankungen des py-Gehaltes auftreten kénnen, die die Reaktion un- 
brauchbar machen (siehe Tabelle I, 2). 

Fiir den Leerversuch werden 2 ccm der 7°,igen Trichloressigsiure in 
ein Veraschungsk6élbchen gegeben und auf die gleiche Art weiter verarbeitet. 

Die gesamtsiurelésliche Phosphorfraktion enthalt den anorganischen 
und den Esterphosphor. Man erhalt den Esterphosphor durch Subtraktion 
des anorganischen Phosphors vom gesamtséiureléslichen Phosphor. 


3. Lipoidphosphor. 

5ceem Liquor werden in einen 50 ccm fassenden Schiitteltrichter von 
zylindrischer Form pipettiert. Nach Zusatz von 4cem Alkohol (10.) wird 
1 Minute lang kraftig geschiittelt, dies wird mit 5 cem Ather (11.) wiederholt. 
Nach etwa 3 Minuten la8t man die sich abscheidende Fliissigkeit in ein 
Reagensglas ab. Die Ausschiittelungsfliissigkeit, die bereits den gréBten 
Teil der Lipoide enthalt, wird durch ein Filter (Schleicher & Schill, Schwarz- 
bandfilter D = 5 cm) in ein 25 cem fassendes Becherglas filtriert. Nachdem 
der Inhalt des Reagensglases wieder in den Schiitteltrichter zuriickgegossen 
wurde, werden zum zweiten Male 5ccm Ather zugegeben. Hierauf wird 
nochmals 1 Minute kraftig geschiittelt. Sollte diesmal eine klare Trennungs- 
linie der beiden Fliissigkeiten nicht auftreten, so kann diese durch vor- 
sichtiges Zugeben von 1 bis 3 Tropfen Alkohol zu der Ausschiittelungs- 
fliissigkeit herbeigefiihrt werden. Nach abermaligem Ablassen der sich 
abscheidenden Fliissigkeit wird das Ausschiittelungsgemisch quantitativ 
iiber das Filter in das Becherglas gespiilt und mit der ersten Fraktion 
vereinigt. Ein drittes Ausschiitteln eriibrigt sich, da bei der dritten Fraktion 
nur noch Lipoidmengen iibergehen, die innerhalb der Fehlergrenze der 
Methode (3 bis 5%) liegen. Nach Zugabe von zwei Glasperlen wird der 
gréBte Teil des Athers iiber einem elektrischen Wasserbad abgedampft. 
Nachdem die Lipoidfraktion auf diese Weise auf etwa 2 ccm eingeengt ist, 
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wird sie quantitativ in ein Veraschungskélbchen iiberfiihrt und dieses 
nochmals fiir kurze Zeit in das elektrische Wasserbad gestellt, um den 
groBten Teil des Spiilalkohols abzudampfen. Nach Zugabe von 3 Tropfen 
konz. Schwefelséure (6.) ist der Arbeitsgang der Veraschung der gleiche wie 
beim gesamtsdureléslichen Phosphor. 


4. Gesamtphosphor. 

leem Liquor wird in ein Veraschungskélbchen, in dem sich etwa 
2cem Wasser befinden, pipettiert und die Pipette durch mehrmaliges Auf- 
ziehen ausgewaschen. 0,5ccm 14° ige Trichloressigsiure (1.) verhindern 
ein allzu starkes Schiitumen beim VeraschungsprozeB, der mit 3 'Tropfen 
konz. Schwefelséure (6.) auf die tibliche Art und Weise durchgefiihrt wird. 
Der weitere ArbeitsprozeB ist der gleiche wie beim gesamtsaéureldslichen 
Phosphor. 

Die beschriebene Methode eignet sich auch sehr gut zur Bestimmung 
der verschiedenen Phosphorfraktionen im anderen organischen Material, 
wie Blut, Gewebe usw. 

Herr Prof. Schaltenbrand regte diese Untersuchungen an. Wir danken 
der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir das dem einen von uns (Seuber- 
ling) gewahrte Stipendium. 
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Diffusionsuntersuchung von koaguliertem Blutserum. 
Von 
Béla Serény. 
(Aus der ,,Erzherzogin Magdalena“ Poliklinik in Budapest.) 


(Eingegangen am 3, Marz 1937.) 
1. Methodik. 


Die Methoden zur Messung der Diffusion lassen sich in zwei Arten 
einteilen, namlich in die Methoden der freien Diffusion, d. h. der Diffusion 
in das reine Dispersionsmittel, und in die Methoden der Gallertdiffusion, 
bei denen die disperse Phase in eine Gallerte einwandert (1). Bisher 
wurde zur Dispersoidanalyse fiir Blutserum nur die Messung der freien 
Diffusion angewandt, die iiber viele interessante und wichtige Fragen 
AufschluB gibt [Loeb und Kriiger (2), Freundlich und Kriiger (3), 
Fischer (4)|; die Gallertdiffusion wurde jedoch noch nicht zur Unter- 
suchung des Blutserums angewandt. In einer kiirzlich erschienenen 
vorlaufigen Mitteilung berichtet allerdings Bucher (5) iiber Versuche, 
bei denen die Diffusionsverhaltnisse in gelatiniertem Serum durch 
Messung der Bildung Liesegangscher Ringe untersucht wurden. 

In unserer Arbeit wurde die Diffusion in einer Gallerte aus hitze- 
koaguliertem Serum verfolgt. Bei der Hitzekoagulation treten chemische 
Veranderungen der Mizellen auf [Pauli-Valké (6)], die von Anderungen 
der Dispersion begleitet werden [Buzdgh (7)]. Der Vorteil der Messung 
im koagulierten Serum liegt darin, daB Erschiitterungen oder Strémun- 
gen infolge von Temperaturdifferenzen die Genauigkeit solcher Unter- 
suchungen nicht erheblich beeintrachtigen [Ostwald (8)]. Der Umstand, 
daB die Methode auch diagnostisch verwendbar ist, gibt ihr eine gewisse 
praktische Bedeutung. 

Wir verfuhren wie folgt: Das Blutserum wurde in Reagensréhrchen 
von 4,0 bis 12,0 mm Durchmesser bis zur Koagulation im Wasserbad auf 
die erforderliche Temperatur erhitzt. Wir haben die Koagulation bei ver- 
schiedenen Temperaturen und verschiedener Zeitdauer vorgenommen. 
In einem Teil unserer Versuche lieBen wir auf das Serum nur die minimale 
Warme, die eben zur Koagulation notwendig ist, einwirken. Die das Serum 
enthaltenden Réhrchen wurden zu diesem Zwecke 5 Minuten lang in einem 
Wasserbad auf 66 bis 67° C erhitzt. Wenn das Serum nicht koagulierte, so 
erhohten wir die Temperatur auf 68 bis 69° C und erhitzten wieder 5 Minuten 
lang. Koagulierte das Serum auch nun nicht, so wurde die Temperatur auf 
70 bis 71°C erhéht usw. Die zur voélligen Koagulation — das Serum darf 
beim Umkippen der Réhrchen seine Form nicht mehr andern — erforderliche 
Temperatur nennen wir Koagulationstemperatur (Kt.). Natiirlich ist die 
so festgesetzte Koagulationstemperatur mit dem mittels anderer Methoden 
bestimmten Koagulationspunkte nicht identisch. Nach dem Abkiihlen 
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wurde die Hohe der Oberfliche des Serums am Réhrchen vermerkt, und die 
zu untersuchende Lésung dariiber geschichtet. 

Untersucht wurde die Diffusion von Kupfersulfat, Eisenchlorid, 
Schwefelséure, Salzsiure, Natronlauge, Kalilauge, Methylenblau und 
Hamoglobin, indem der nach bestimmten Zeiten zuriickgelegte Diffusions- 
weg ermittelt wurde. 

Uber unsere ersten mit Kupfersulfatlésung angestellten Versuche 
wurde bereits an anderer Stelle berichtet (9). Seither haben wir in 
etwa 2000 Versuchen die Diffusion von wasserigen Lésungen der oben 
angefiihrten Stoffe unter den verschiedensten Bedingungen systematisch 
untersucht. 


2. Allgemeine Beobachtungen bei der Diffusion in koaguliertes Serum. 


Wenn wir tiber das koagulierte Serum eine entsprechend kon- 
zentrierte Salz- oder Saurelésung schichten, so zeigt ein diinner Eiweib- 
ring im Serum schon nach einigen Minuten den Beginn der Diffusion an. 
Mit fortschreitender Diffusion entwickeln sich zwei Schichten. 

1. Die obere Schicht ist im obersten Teil niederschlagsartig getriibt. 
(Bei Eisenchlorid ist diese Zone rostbraun, bei Sauren weiB.) Nach 
abwarts nimmt die Triibung andauernd ab, ihre Farbe verblaBt, bis sie 
ohne scharfe Grenze in scheinbar unverandertes, klares Serum aufgeht. 
Die Héhe dieser oberen Niederschlagssiule vergréBert sich staéndig mit 
dem Eindringen des diffundierenden Stoffes, bis sie den Raum des 
ganzen Koagulums einnimmt. 

2. Unter der oberen Niederschlagssaule, von der scheinbar un- 
verinderten Serumschicht getrennt, ist eine sehr diinne, weibe Eiweib- 
niederschlagsscheibe sichtbar, deren Dicke nur Bruchteile eines Milli- 
meters betragt. Die Dicke dieser Schicht vergréBert sich waihrend der 
Diffusion nicht, sie wandert nur im koagulierten Blutserum nach 
abwarts bis an den Grund des Réhrchens, wo sie verschwindet. 

Die Bildung der zwei Schichten kénnen wir leicht mit der Er- 
scheinung ,,unregelmaBiger Reihen“ erklaren. Wenn wir eine Albumin- 
lésung mit einer Eisenchloridlésung von kleinerer Konzentration ver- 
mengen, entsteht ein Niederschlag, der sich durch Zugabe von mehr 
Eisenchlorid lést; durch erneute Steigerung der Eisenchloridkonzentra- 
tion entsteht jedoch abermals ein Niederschlag [Heymann und Oppen- 
heimer (10)]. Ganz Entsprechendes ergibt sich aus den Konzentrations- 
verhaltnissen bei der Diffusion in das koagulierte Serum. 

Fiir die Messung des zeitlichen Ablaufes der Diffusion ist es wichtig, 
daB die untere diinne Scheibe mit ihrer scharfen Grenze den Ablauf 
der Diffusion anzeigt, da diese Scheibe eben dann entsteht, wenn die 
zur EiweiBfillung notwendige Minimalkonzentration vorhanden ist; 
wenn wir also den Abstand dieser Scheibe von der Oberfliche messen, 
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so erhalten wir den wahrend der Diffusion zuriickgelegten Weg des 
Stoffes. 

Bei der Diffusion der Laugen wird in der oberen Schicht das 
koagulierte Blutserum durch die Lauge gelést (s. unten). Hierunter 
liegt eine diinne klare Schicht des Blutserums, die unten durch eine 
strichartige Grenze vom unveranderten Serum getrennt ist. 

In Tabelle I ist der Diffusionsweg fiir einige Lésungen zusammen- 
gestellt. Den EinfluB verschiedener Faktoren auf die Diffusion kénnen 
wir folgendermaBen zusammenfassen: 

Wenn wir das Blutserum mit destilliertem Wasser, physiologischer 
Kochsalzlésung oder Ringerlésung verdiinnen, so ist die Kt. héher und 
die Diffusionsgeschwindigkeit wachst. Wenn wir dasselbe Blutserum 
bei héherer Temperatur koagulieren, verkleinert sich die Diffusions- 
geschwindigkeit. Wenn wir die Konzentration der diffundierenden 
Lésung erhéhen, wichst die Geschwindigkeit der Diffusion (Tabelle I1). 


Die Diffusionsgeschwindigkeit wachst mit steigender Temperatur. 


8. Diffusion der Laugen. 


Wir wollen die Diffusion der Laugen gesondert behandeln, da diese 
von der Diffusion anderer Lésungen verschieden ist: 

1. Nur die Laugen verandern die Struktur des koagulierten Serums 
so tiefgehend, daB es fliissig wird. 

2. Die Diffusionsgeschwindigkeit der Laugen ist besonders grob. 

3. Bei konstanter Versuchsanordnung dringen die Laugen in ver- 
schiedene Blutseren mit ganz verschiedener Geschwindigkeit ein. 

Aus den in Tabelle III zusammengestellten Beispielen ist zu er- 
sehen, daB bei gewissen Blutseren eine erhebliche Steigerung der 
Diffusionsgeschwindigkeit gefunden wird. Dies gilt ganz regelmabig 
fiir gewisse Krankheiten. Auf die diagnostische Bedeutung dieser 
Erscheinung, die an anderer Stelle behandelt werden soll, wollen wir an 
dieser Stelle nur hinweisen. 

Wenn eine Lauge von konstanter Quantitaét und Konzentration bei 
derselben Versuchsanordnung in verschiedene Blutseren mit ver- 
schiedener Geschwindigkeit eindringt, so kann dies nur bedeuten, dab 
das Blutserum dem Eindringen der Lauge gegeniiber einen verschiedenen 
Widerstand entgegensetzt. Es ist auffallend, zu wie hochgradigen 
Schwankungen des Widerstandes die im menschlichen Organismus 
vorkommenden Blutserumsveranderungen fiihren kénnen. Als Mab 
des Widerstandes des Blutserumkoagulums (q) kann bei konstanter 
Anordnung der reziproke Wert der Diffusionsgeschwindigkeit (D) 
betrachtet werden: 

q =1/D. 
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Diffusionsuntersuchung von koaguliertem Blutserum. 


Bei den untersuchten 
Blutseren kamen D-Werte 
von 6 und 82mm pro 
Stunde vor, d.h. es haben 
sich Unterschiede im Ver- 
haltnis 1: 14 ergeben. 


5 Min. 


Der Widerstand des 
Blutserums in  obigem 
Sinne ist zweifellos eine 
komplexe Eigenschaft des 
Blutserums, welche durch 


Blutserum. 


Stunden 


bei 75°C 


verschiedene  Faktoren 
(Verdiinnung des Blut- 
serums, quantitative und 
qualitative Veranderung 
der EiweiBe, Quellungs- 
druck, Verainderungen der 
kolloidalen Struktur usw.) 
beeinfluBt ist. Auf welche 
Art sich die einzelnen phy- 
sikalischen, chemischen 
und physikochemischen 
Faktoren auswirken, muB 
durch weitere Untersu- 
chungen geklairt werden. 


koaguliertes 


B7° C. 


1,0 eem 


Thermostat 


76 | 84 


4mm. 


Diffusionsweg der Natronlauge in dem koagulierten Blutserum in mm 
> 


re) 


bei Koagulationstemperatur 


Natronlauge in 


42 


26 


4. Diffusion der Himo- 
globinliésungen. 


70 


Wir wollen noch kurz 
auf die Diffusion der 
Hamoglobinlésungen in 
andere Stoffe eingehen, 
da einerseits iiber diese 
in der Literatur sehr 
wenige Daten vorzufinden 
sind und _andererseits 
unsere Ergebnisse mit 
denen anderer Autoren 
teilweise im Widerspruch 
stehen. Spiro (12) fand 
als erster, daB das Himo- 
globin in die Gelatine 
eindringt. Liesegang und 


Réhrehendurchmesser : 
hilorum 


Tb. 


Diagnose 


chr. 


” 


Diffusion von 0,5cem 5 mol. 
Helminthias. 


nodos. 


. ventric. 


” 


Hernia diaph. + Anaem. gravy. 
Koronararteriensthromb. . 


Sine morbo 


Eryth. 
Arthrit. 


Tabelle ITT. 


person 
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Mastbaum (13) zeigten, daB das Hamoglobin ziemlich schnell in 
die Gelatine diffundiert, was bei dem hohen Molekulargewicht nicht 
zu erwarten ware. Sie konnten nachweisen, da} das Hamoglobin 
trotzdem ohne Spaltung in die Gelatine diffundiert und daB sogar seine 
Spaltstiicke langsamer diffundieren, als das ganze Hamoglobinmolekiil. 
Fischer (4) hat mit der Fiirthschen Methode nachgewiesen, da diinne, 
wasserige Hamoglobinlésungen schneller in Wasser hineindiffundieren 
als konzentrierte. Es ergab sich weiter, daB Hamoglobin in natives 
Blutserum schneller diffundiert als in Wasser, und zwar um so rascher, 
je verdiinnter die Hamoglobinlésung ist. 

Wir untersuchten die Diffusion des Hamoglobins in koaguliertes 
Blutserum und ihre GesetzmaBigkeiten. Die Hamoglobinlésung wurde 
folgendermaBen gewonnen: 

Das Blut wurde wie bei der Bestimmung der Senkungsgeschwindigkeit 
iiblich entnommen und zweimal mit physiologischer Kochsalzlésung ge- 
waschen. Danach wurden die roten Blutkérperchen in gleichem Volumen 
destillierten Wassers hamolysiert, zentrifugiert und der Bodensatz ver- 
worfen. Mit dieser zweifach verdiinnten Hamoglobingrundlésung wurden 
mit destilliertem Wasser die weiteren Verdiinnungen hergestellt. 

Unsere Versuche ergaben, daB die konzentrierte Himoglobinlésungen 
in das koagulierte Blutserum schneller diffundieren als verdiinnte, 
was im Gegensatz zu den Befunden von Fischer steht (Tabelle IV). 
Tabelle IV zeigt auBerdem, daB das Eindringen der verdiimnteren 
Hamoglobinlésung rascher zum Stillstand kommt. Uber gewisse Ver- 
diinnungen hinaus kann das Haimoglobin das Serum iiberhaupt nicht 
verfarben. 


Tabelle IV. Diffusion von 0,5 cem Blutkérperchenlésung in 0,5 ecm 
koaguliertes Blutserum. 


R6éhrehendurchmesser: 4mm. Temperatur: 37°C. 





Blutkérperchen- Diffusionsweg in mm 
ae 41a leiealetelstl 6 fea oe) el ere 
9/5 Stunden Tage 
50 0,5 | 1,0} 1,2) 15} 2,0)|5,5 | 9,0] 12,0} 15,0; 17 | 19 | 20 | 21 | 28 
12,5 0,5) 0,7/0,7)1,0/1,2)5 |8 {10 {11 13 | 14 | 15 | 16 | 18 
6,2 0,2 0,5)0,7'1,0)1,0)4 (7 9 110 | 18) 14/14) 14)14 
0,4 0 FO 30.16 (0 70/0 0 0 0; 0 


Zusammenfassung. 
1. Wir haben eine Methode ausgearbeitet, mit der die Diffusion 
von Salzen, Sauren, Laugen und Farbstoffen in hitzekoaguliertes Blut- 
serum untersucht wurde. 





an 


Gt 


Il in 
nicht 
rlobin 
seine 
lekiil. 
unne, 
lieren 
itives 
scher, 


iertes 
vurde 


igkeit 
iz ge- 
lumen 
, Vver- 
urden 


ingen 
innte, 
. IV). 
iteren 
. Ver- 
nicht 


5 ecm 


vi’ 
1 | 23 
6 | 18 
414 
fusion 


Blut- 





Diffusionsuntersuchung von koaguliertem Blutserum. 333 
2. Das koagulierte Blutserum setzt der Diffusion einen stark ver- 
anderlichen Widerstand entgegen, was diagnostisch zu verwerten ist. 


3. Die Diffusion von Hamoglobinlésungen erfolgt nach denselben 
Gesetzen wie die anderer Stoffe. 
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Uber die Rolle der Co-Zymase 
bei der Milchsaurebildung im Muskelextrakt'. 


Von 
0. Meyerhof und P. Ohlmeyer. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 


medizinische Forschung, Heidelberg.) 
(Eingegangen am 4. Marz 1937.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die zunehmende Kenntnis von der chemischen Konstitution 
der Harden-Eulerschen Co-Zymase? und die Feststellung der getrennten 
ollen, die die Co-Zymase einerseits, das freie Adenylsiuresystem? 
andererseits bei den Teilreaktionen der Garung spielen ‘4, machten es 
notwendig, auch die Teilphasen der enzymatischen Milchsaurebildung 
daraufhin zu untersuchen, wie weit bei ihnen eine vom Adenylsiure- 
system getrennte Funktion der Co-Zymase nachweisbar ist. Bisher be- 
stand scheinbar eine unbefriedigende Asymmetrie in den beiderseitigen 
Co-Fermentsystemen. Fiir die Gérung war die Co-Zymase unentbehrlich 
und das freie Adenylsiuresystem, das als umphosphorylierendes Co- 
Ferment erkannt war, konnte sie in den Oxydoreduktionen nicht er- 
setzen; andererseits schien fiir die Milchséurebildung das Adenylsaure- 
system, insbesondere in Gestalt von Adenylpyrophosphat, hinreichend 5. 
Es hatte danach den Anschein, daB diese nur des umesternden Co- 
Ferments bediirfte, waihrend die in ihrem Verlauf auftretenden Oxydo- 
reduktionen, wie die Dismutation von Hexosediphosphat beziehungsweise 
'Triosephosphat in Glycerinphosphorsiéure und Phosphoglycerinséure 
und diejenige zwischen Triosephosphat und Brenztraubensaure noch 
in verhaltnismaBig lange dialysierten Enzymextrakten vor sich gehen 
konnten. In Ubereinstimmung mit diesen Befunden ergaben auch 
Arbeiten aus dem Eulerschen Institut ®, daB alkalibehandelte Co-Zymase, 
die die Fahigkeit zur Aktivierung der Garung verloren hat, aber zu 
Phosphatumesterungen befahigt ist, die Milchsdurebildung eher noch 
besser reaktiviert als unverainderte Co-Zymase. 


! Vorlaufige Mitteilung: Naturwiss. 24, 741, 1936. — ? O. Warburg u. 
W. Christian, diese Zeitschr. 285, 156, 1936; 286, 81, 1936; 287, 291, 1936; 
H. v. Euler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 287, 180, I, 1935; 240, 113, 1936. — 
3K. Lohmann, diese Zeitschr. 238, 460, 1931; 241, 67, 1931. — 4 P. Ohlmeyer, 
ebenda 287, 212, 1936. — 5 K. Lohmann, ebenda 241, 67, 1931; O. Meyer- 
hof u. W. Kiessling, ebenda 283, 83, 1935. — ° H. v. Euler u. Adler, Ark. 
f. Kemi 12 B, 12, 1935; Zeitschr. f. physiol. Chem. 240, 99, 1936. 
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Nachdem jedoch im Laufe des letzten Jahres die Wasserstoff- 
iibertragung bei der Garung von O. Warburg auf die reversible Hydrierung 
der Pyridingruppe der Co-Zymase zuriickgefiihrt werden konnte, war 
es unwahrscheinlich geworden, daB der enzymatische Mechanismus 
im Muskelextrakt bei der Reduktion der Brenztraubenséure zu Milch- 
sdiure ein anderer sein sollte als derjenige bei der Reduktion von Acet- 
aldehyd zu Alkohol in der Hefe. Es lag daher nahe, die bisherigen 
Resultate auf im Dialysierriickstand zuriickgebliebene Spuren von 
Co-Zymase zuriickzufiihren, die erst in Verbindung mit dem freien 
Adenylsduresystem wirksam waren. Dies laBt sich in der Tat beweisen. 

Damit erhob sich noch eine andere Frage. Das Vorhandensein 
der Adenylsaiuregruppe im Co-Zymasemclekiil legte die Deutung nahe, 
daB die Co-Zymase selbst auch zu Umesterungen befahigt sei, und in 
der Tat konnte aus Co-Zymase in Abwesenheit von freier Adenylsaure 
eine Pyrophosphatverbindung gewonnen werden, welche bei dem enzy- 
matischen Umsatz der Phosphobrenztraubensiure entsteht!. Ebenso 
konnten die bisherigen Co-Zymasepraparate die Umesterung des Phos- 
phats von der Phosphobrenztraubensiéure auf Glucose herbeifiihren, 
was sowohl in dem Eulerschen Institut wie in dem unserigen festgestellt 
wurde, und hiermit stimmte auch tiberein, daB derartige Co-Zymaseprapa- 
rate zur Reaktivierung stark ausgewaschener Trockenhefe (Apo-Zymase) 
hinreichend sind, und daB Zusatz von Adenylsiure oder Adenylpyro- 
phosphat die Garwirkung nicht vermehrt. Es blieb jedoch der Einwand, 
daB die bisher benutzten Co-Zymasepraparate nicht 100 °%ig rein waren 
und Abbauprodukte, wenn auch keine freie Adenylsiure, enthalten 
konnten, die zur Aufesterung mit Phosphorsiure befahigt waren, und 
fernerhin war es auch denkbar, daB Spuren von diesen in der aus- 
gewaschenen Trockenhefe zuriickgeblieben sind. ‘Tatsachlich fiihrt 
v. Euler neuerdings die umesternde Wirkung der Co-Zymase auf der- 
artige Beimengungen zuriick?. 

Die Priifung zunehmend gereinigter Co-Zymase bei der Umesterungs- 
reaktion fiihrte auch uns zu der Deutung, daB in lang dialysierten 
Extrakten nur solehe Co-Zymase bzw. Abbauprodukte derselben, die in 
bezug auf Oxydoreduktionen inaktiv sind, fiir die Umesterung ver- 
antwortlich sind. Allerdings entsteht der umphosphorylierende Faktor 
aus Co-Zymase auf physiologischem Wege im Verlauf der Garungs- 
reaktion, woriiber spiter genauer berichtet wird. Dagegen gelingt mit 
vollstindig reiner und bei den Oxydoreduktionen 90- bis 100 °,ig aktiver 
Co-Zymase die Phosphatiibertragung von Phosphobrenztraubensaure 


1 O. Meyerhof u. W. Kiessling, Naturwiss. 24, 557, 1936. — * H. v. Euler, 
Adler, Gtinther, Heiwinkel u. Vestin, Ark. f. Kemi 12, 24/25, 1936; F. Schlenk 
u. H. v. Euler, Naturwiss. 24, 794, 1936. 
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auf Glucose nicht mehr in ausdialysierten Extrakten in Abwesenheit 
von Mn, ebensowenig wird sie mit Phosphobrenztraubensdure zu 
Pyrophosphatverbindungen _verestert, waihrend umgekehrt die 
Pyrophosphatverbindungen, die mittels der Co-Zymasepraparate ent- 
stehen, bei den Oxydoreduktionen unwirksam sind. Dagegen gewinnen 
diese reinen Co-Zymasepraparate, wie wir in Ubereinstimmung mit 
v. Euler finden, durch Alkalibehandlung die Fahigkeit, Phosphat von 
Phosphobrenztraubenséure auf Glucose umzuestern und sich in Ab- 
wesenheit von Glucose zu Pyrophosphatverbindungen aufzuestern. 
Das gilt sowohl fiir Hefe- wie fiir Muskelextrakt. Die alkaliinaktivierte 
Co-Zymase gehért damit, ebenso wie das freie Adenylsiuresystem, zu 
den phosphatumesternden Co-Fermenten, die reine Co-Zymase selbst 
ist aber nur bei der Wasserstoffiibertragung wirksam. Diese kann, wie 
die folgenden Versuche zeigen, in solchen Fallen, wo keine Anderung 
des gebundenen Phosphats eintritt, wie bei dem Umsatz von Triose- 
phosphat mit Brenztraubensaure, mit Co-Zymase allein, ohne Anwesen- 
heit des freien Adenylsiuresystems, vonstatten gehen, so dal} ebenso wie 
die Umesterungen fiir sich beobaehtet werden kénnen, ohne gleichzeitige 
Oxydoreduktion, auch die Oxydoreduktion fiir sich, ohne gleichzeitige 
Umesterung, zur Beobachtung kommt. In jedem dieser Falle ist dann 
nur ein einziges Co-Ferment notwendig. 


Darstellung der Co-Zymase. 


Bei der Reindarstellung von Co-Zymase sind die Erfahrungen von 
H.von Euler und O. Warburg benutzt worden. Wichtig ist, die An- 
wendung von Alkali zu vermeiden, das aus Co-Zymase die umphos- 
phorylierende Substanz freisetzt. Aus demselben Grunde wurde Queck- 
silber vermieden und so ein besonderer Reinigungsschritt gespart. 

Tsolierungsgang. 

a) Je 5kg frische Léwenbrauhefe werden in 2,5 Liter Wasser von 80° 
unter Riihren eingetragen. Nach Zusatz von | Liter gesattigtem neutralen 
Bleiacetat und 7 Litern Alkohol kiihlt man ab und zentrifugiert. Aus der 
Lésung fallt Co-Zymase mit 300 ccm 25°,igem Silbernitrat und 8 Litern 
Alkohol. Der Niederschlag wird mit Alkohol und Ather auf der Zentrifuge 
gewaschen und getrocknet. Er wiegt 50 bis 80g und ist im Ejisschrank 
monatelang haltbar. 

b) 350g Niederschlag aus fiinf Ansaétzen a) lést man in 1 Liter 2n 
HNO,, fallt das Silber mit 800cem 2n HCl und zentrifugiert. Aus der 
Losung wird die Co-Zymase mit 1,2 Litern 20 °,iger Phosphorwolframsaure 
niedergeschlagen. Der feuchte Niederschlag wird mit 200 cem Wasser und 
mit soviel Aceton (etwa 200 ccm) aufgeriihrt, daB nur wenige leicht abzentri- 
fugierbare Flocken ungelést bleiben. Zu der klaren Lésung fiigt man unter 
Riihren 5 Liter Aceton. Der ausfallende Niederschlag nimmt iiber Nacht 
bei 0° noch ein wenig zu, er wird mit 90 %igem Aceton, dann mit reinem Aceton 
und mit Ather gewaschen. Die Ausbeute betragt ungefahr 20 g. 
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c) Je 8g der Acetonfallung b) werden in 200 cem Wasser gelést. Sie 
hinterlassen dabei einen Riickstand, der mit 25 ccm gesattigtem neutralen 
Bleiacetat ausgeflockt und abzentrifugiert werden kann. Zu der so ge- 
wonnenen Lésung gibt man 600 ccm Wasser und fallt die Co-Zymase mit 
Cuprochlorid nach Euler, wobei es sich empfiehlt, unter Stickstoff zu 
arbeiten und die Kupferverbindung vor viel Licht zu schiitzen. Es geniigen 
8 g CuCl, gelést in 80 cem 20 °,igem KCl, das 0,1°4 HCl enthalt. Nach dem 
Zersetzen des Niederschlags mit H,S kann die Co-Zymase zur Reinheits- 
bestimmung mit 8 Volumen Alkohol gefallt werden. Fiir die weitere Reini- 
gung wird die Kupferfallung unter den gleichen Verhaltnissen wiederholt. 
Das dann mit 8 Volumen Alkohol gefallte Produkt wiegt etwa 0,6 g, es 
enthalt keinen phosphatiibertragenden Faktor, seine Aktivitaét kann durch 
Umfiallen aus salzsaurem Methanol mit Essigester (nach O. Warburg und 
Christian) nicht gesteigert werden. Dagegen enthalt es noch Chlorwasser- 
stoff. 

d) Fiir die Befreiung von Cl’ lést man 0,6g von ec) in 20cem n/5 
HNO, und fallt mit 2 ecem 25° igem Silbernitrat. Der Niederschlag wird 
verworfen, die Lésung zur Fillung von Co-Zymasesilber mit 300 ccm 
Alkohol versetzt. Der alkoholfeuchte Niederschlag wird mit 50 cem Wasser 
aufgenommen und mit H,S zersetzt. Co-Zymase fallt mit 400 cem Alkohol, 
sie wird mit Alkohol und reinem Ather gewaschen. 

Tabelle I gibt eine Ubersicht iiber Reinheitsgrad und Ausbeute, wobei 
als Ausgang 17 Liter Kochsaft aus 25 kg Hefe angesetzt sind. Da die 25 kg 
mit 12,5 Liter Wasser versetzt sind und selbst 17,5 Liter Wasser enthalten, 
werden also von 30 Liter Gesamtfliissigkeit nur 17 Liter beriicksichtigt. 
In bezug auf die Ausgangshefe sind danach die prozentischen Ausbeuten 
noch durch 2 zu dividieren, doch lieBen sie sich durch Auswaschen der Hefe 
vergroBern, was sich aber fiir die Darstellung der Co-Zymase nicht lohnt. 


Tabelle I. 





Darin 
g Co-Zymase 


Priparat woes Warnbatie- Reinheitsgrad Ausbeute 

grad 1 o/,, 
ER NON es gh ae eka ea 8 12,0 

17 Liter Kochsaft aus 25kg Hefe . 6,85 o 100 
Schritt b) aus Aceton-Niederschlag . 4,80 0,25 70 
Schritt ¢) aus 1.Cu-Niederschlag. . 3,20 0,8 47 
oa ‘ wa 1,18 0,87 17 
salzsaurem Methanol . (1,02) (0,87) (15) 
Schritt d) , Ag-Niederschlag .. 1,12 0,95—1 16 


Die nach dem vollstaéndigen Isolierungsgang gereinigten Praiparate 
lésen sich klar und ohne Schaéumen in Wasser, fluoreszieren nur noch schwach 
blau, enthalten kein Cl’, sie entsprechen in ihrer Elementarzusammensetzung 
den von O. Warburg und H.v. Euler angegebenen Analysendaten fiir die 
reinsten Praparate. Die analytischen Daten liegen zwischen den beiden 
méglichen Formeln der Co-Zymase, die bei Vereinigung der Komponenten 
durch Austritt von 4 oder 5 Molekiilen Wasser entstehen!. 

1 H.v. Euler, Naturwiss. 24, 794, 1936; O. Meyerhof/, P.Ohlmeyer, 
W. Méhle, ebenda 25, 172, 1937. 
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Analytische Daten von Praparat 23'. 
Die reine Substanz verliert im Hochvakuum bei 60° in 4 Stunden 
8,5°, ihres Gewichts. Beim Verbrennen bleibt ein Riickstand von 0,38 °%. 
3,880 mg; 5,345 mg CO,; 1,50 mg H,O; 37,72% C; 4,34°, H. 
3,189 mg; 0,380 cem N (746 mm; 21°); 13,63°, N. 
2,97 mg (lufttrocken); 0,577 mg P,O; (kolorimetrisch), umgerechnet auf 
wasserfreie Substanz: 9,33 P. 


Praiparat 25. 
7,9°, Gewichtsverlust im Hochvakuum. 
4,746 mg; 6,55 mg CO,; 1,845 mg H,O; 37,64°, C; 4,35°, H. 
2,844 mg; 0,363 cem N (755mm; 20°); 14,579, N. 
P (kolorimetrisch) 9,1 %. 





2 Pentose, 2 H, PO, 
1 Nicotinsiureamid 
—4H,0, Mol.-Gew. 681 


2 Pentose, 2 Hz PO, 
1 Nicotinsaureamid 


—5H,0, Mol.-Gew. 663 | 


ber. 37,0 4,29 14,4 9,11 35,2 


ber. 38,0 4,10 14,8 9,35 33,75 


Gef. (Praparat 23). ..... 37,72 |. 434 13,63*|} 933 34,98 
(Praneret 25)...6. 6 6 o> 37,64 4.35 14,57 9,10 34,34 


* Dumas-Stickstoff fehlerhaft. 


Priifung auf Reinhett. 


Zur Orientierung iiber den Reinheitsgrad der Co-Zymase wahrend der 
Darstellung benutzten wir verschiedene Methoden, einmal die Bestimmung 
der Wirkungsstirke nach Euler mit ausgewaschener Trockenhefe (A-Co- 
Bestimmung), wobei die kiirzlich beschriebene Modifikation? (20 mg aus- 
gewaschene Trockenhefe, 1 ccm Lésung) verwandt wurde, und zur Be- 
rechnung des Gehalts an Co-Zymase die Garungsaktivierung durch die 
reinste Co-Zymase, die wir darstellten, zugrunde gelegt wurde. Dabei ist 
auf die Zahlen von Huler umgerechnet, auf Grund eines Vergleichs mit dem 
Apozymaseansatz von Myrbdck, unter Benutzung von 300mg ausge- 


r . 


waschener Trockenhefe. Ein derartiger Ansatz gab in 10 Minuten mit der 
gleichen Co-Zymasemenge 131 cmm Extrakohlensaure, wo der Ansatz mit 
20 mg Trockenhefe 18cmm Extrakohlenséure ergab, also ein Verhaltnis 
7,3: 1. Andererseits bewirken 2 y reine Co-Zymase im Proportionalitats- 
bereich des kleinen Ansatzes eine Extrakohlenséurebildung von 21 cmm 


pro 10 Minuten. Daraus berechnet sich A-Co nach Euler 
cem 21- 107° -6- 7,3 snn0n0 
Std.-g Trockensubstanz 2-1076 a pet 


Dieser Wert stimmt in der GréBenordnung mit den im ELulerschen Institut 
fiir die reinsten Praiparate gefundenen iiberein. 


1 C,H, N-Bestimmung, ausgefiihrt von Dr. Roth, Institut fiir Chemie, 
Kaiser Wilhelm-Institut, Heidelberg. — ? P. Ohlmeyer, diese Zeitschr. 287, 
212, 1936, 
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Als genaueres Ma® fiir die Reinheit und die Aktivitaét wurde ferner 
bestimmt: der P-Gehalt, das durch Desaminase + Mazerationssaft ab- 
gespaltene Ammoniak, der Mikro-van Slyke-Stickstoff, die totale H ydrier- 
barkeit mit Pt und die partielle reversible Hydrierung mit Hyposulfit in der 
von Warburg und Christian angegebenen Form!. Die beiden Arten der 
Hydrierung kénnen dazu dienen, den oxydoreduktiv aktiven Anteil der 
Co-Zymase von der gesamten zu unterscheiden; mit Platin nimmt die 
Co-Zymase in schwach alkalischer Lésung 3 Mol H, auf, bei der reversiblen 
Hydrierung mit Hyposulfit 1 Mol. Diese reversible Hydrierbarkeit ver- 
schwindet durch Alkaliinaktivierung, waihrend die Hydrierbarkeit durch 
Pt wenig verandert wird. Bleibt nach der Alkaliinaktivierung noch ein 
gréBerer, mit Hyposulfit hydrierbarer Rest zuriick, so ist er nicht auf 
Co-Zymase, sondern auf Verunreinigungen zu beziehen. Wir haben daher 
nach Warburg und Christian die Hydrierung mit Hyposulfit manometrisch 
vor und nach Alkaliinaktivierung bestimmt, wobei wir die letztere nach 
Euler vornahmen, durch 5 bis 8 Minuten langes Erhitzen im Wasserbad bei 
einer Alkalikonzentration von 0,05n NaOH. Bei reinen Priaparaten muf 
das Verhaltnis Amino-N : P: H,-Aufnahme mit Pt = 1: 2: 3 sein, und hier- 
nach bestimmt sich die chemische Reinheit, wenn der P-Gehalt dem theoreti- 
schen entspricht (9,1 °, P bei einem Molekulargewicht von 681). Anderer- 
seits gibt das Verhaltnis der Hydrierung mit Hyposulfit (abziiglich des nach 
Inaktivierung iibrigbleibenden Restes) zu dem P-Gehalt, das theoretisch 1 : 2 
sein soll, den Aktivitatsgrad an. Gelegentlich wurden noch andere Methoden 
zur Priifung der Reinheit verwandt. Nach Warburg laBt sich die reduzierte 
Co-Zymase durch gelbes Ferment wieder reoxydieren; die hierbei beob- 
achtete Sauerstoffaufnahme in schwach alkalischer Lésung (gleiche Teile 
NaHCO, und Na,CQ,) stimmt annaihernd mit der Wasserstoffaufnahme bei 
der Hyposulfithydrierung iiberein. Ferner wird Methylenblau von reduzierter 
Co-Zymase zwar nicht direkt entfairbt, wie bereits von Euler gefunden, 
jedoch 1a8t sich diese im Stickstoffstrom mit Methylenblau titrieren, wenn 
man etwas gelbes Ferment als Katalysator hinzugibt. Bei 38° dauert die 
Ausfiihrung der Titration, bis der letzte Tropfen zugesetzten Methylenblaus 
(n/500) innerhalb 2 bis 3 Minuten nicht mehr entfarbt, etwa 20 Minuten, 
wenn 10-8 Mol gelbes Ferment (0,5 mg) zugesetzt werden. Als Beispiel fiir 
die Priifung des Reinheitsgrades geben wir die Daten fiir das Praparat 4 
mit einem Reinheitsgrad von 0,5 an und in der folgenden Tabelle II eine 
Zusammenstellung der Daten verschiedener im Verlauf dieser Arbeit be- 
nutzter Priparate. Zur Berechnung des Reinheitsgrades wird die gréBbte 
Abweichung, die sich in einer Richtung von dem theoretischen Wert bei 
diesen Priifungen ergibt, zugrunde gelegt und als prozentische Verunreini- 
gung angesetzt. Dabei wurde fiir die reinsten Praparate die reversible 
Hydrierung nicht mit eingerechnet, weil es fraglich ist, ob sie genau den 
Maximalwert erreicht. Fiir die weitgehend verunreinigten Priparate ist am 
zuverlassigsten die Bestimmung der Garwirksamkeit (A-Co-Bestimmung), 
fiir die reineren (A-Co iiber 300000 nach unserer Auswertung) die chemischen 
Daten. Jedoch sind die hier beschriebenen Testmethoden, abgesehen von 
der Phosphatbestimmung, nur auf etwa 10°, genau. Die Hydrierung mit Pt 
ergibt leicht um einige Prozent zu hohe Werte. Wenn die manometrische Be- 
stimmung der Hydrierung mit Hyposulfit genau quantitativ sein sollte, so 


1 Diese Zeitschr. 282, 157, insbes. 191, 1935; EF. Haas, ebenda 285, 
368, 1936. 
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wiirden unsere chemisch analysenreinen Praparate etwa 15° 
reversibel hydrierbare Gruppen enthalten. 
Ab Praparat 17 wurde der Isolierungsgang einschlieBlich von ¢), ab 


Zuo Wenlg 


Praparat 21 einschlieBlich d) befolgt. In der Tabelle I] ist die Berechnung 
auf lufttrockene Substanz vorgenommen und in den beiden letzten Zeilen, 
auBer der Berechnung fiir wasserfreie Substanz mit Mol.-Gew. 681, auch die 
Berechnung fiir lufttrockene, d. h. 8°, Wasser enthaltende Substanz vor- 
genommen. 

Praparat 4. a) A-Co-Bestimmung. 24,6mg in leem; 1: 1000 ver- 
diinnt, 0,2 cem. Blindwert: 5¢mm/10 Minuten; Extra-CO, 21 emm/10 Mi- 


0,021.6. 7,2 
nuten. A-Co: 185000. 
0,0000049 


b) P-Gehalt: 6,7°,; pro lg: 2,16.10°-?m (theoretisch 2,92. 10-% m). 
c) Freie Adenylsaure: 14,5 mg Substanz in 0,5 cem geben mit 0,5 cem 
Schmidtschem Desaminaseextrakt in 20 Minuten 4,9 7 Amino-N 0,034 °,, 
(die spaiteren Priaparate waren stets frei von ungebundener Adenylsaure. ) 
d) Mikro-van Slyke. 4,05 mg in 0,2 cem: 94emm N, = 59 7 Amino-N; 
pro 1g: 14,6mg = 1,04. 10°? m. 

e) Pt-Hydrierung. 4,05 mg in 0,2 cem. 274emm H,;: pro | g: 67,6 ecm 
H, 3,02.10-?m. Danach Mol Amino-N: P: H, 1: 2,07: 2,9 statt 
L: 2,0: 3,0. 

f) Hydrierung mit Hyposulfit nach Warburg und Christian: 1. 0,15 cem 
mit 5,25 mg geben 230cemm CO, minus 17 ¢mm CO, fiir inaktivierte Co- 
Zymase = 213cmm CO,, korrigiert fiir Retention . 1,18 = 250emm CO,, 
entsprechend 83,2 c¢mm H, (da 3 CO, 1 H,). 2. 0,2cem mit 4,05 mg geben 
199 cmm CO, minus 16emm CO, fiir inaktivierte Co-Zymase 183 emm 
CO,, korrigiert fiir Retention 215emm CO, 71,5emm H,. Pro g aus 
f) 1. 15,8 cem H, = 0,71 . 10-7 m; aus f) 2. 17,6cem H, = 0,79 . 10-7 m; 
im Mittel 0,75 . 10-* m. 

g) Reoxydation des Ansatzes f) 1. mit gelbem Ferment: Aufgenommen 
87cemm QO,, was 0,74.10°°m H, pro g entspricht. 

h) Titrierung mit Methylenblau unter Zusatz von gelbem Ferment im 
Stickstoffstrom: Bei 0,3 cem reduzierter Co-Zymase, enthaltend 4,31 mg, 
werden 2,05 cem n/500 Methylenblau verbraucht, bei der gleichen Menge 
nach Inaktivierung reduzierter Co-Zymase 0,25cem n/500.  Differenz 
1,8 cem n/500 oder pro 1 g Co-Zymase 0,84. 10% m Hg. 

Die verschiedenen Messungen der reversiblen Hydrierung ergeben also 
pro g zwischen 0,7 und 0,85.10° H,. Zugrunde gelegt wird die direkte 
Bestimmung bei der Hydrierung mit Hyposulfit 0,75 .10°% H,. Das 
Verhaltnis dieses —- am meisten abweichenden — Wertes zum theoretischen 
(fiir lufttrockene Substanz ber.) ergibt sich zu 0,55 und wird als Reinheits- 
grad angesetzt, wahrend das Verhaltnis Mol H,: P/2 0,69 als Aktivitats- 
grad angenommen wird. 


Rolle der Co-Zymase fiir die Milechsiiurebildung im Muskelextrakt. 


Die Versuche dieses Abschnitts, die die Unentbehrlichkeit der 


Co-Zymase in dem System. Hexosediphosphat + Brenztraubensaure 
(Fluorid) erweisen, sind urz beschrieben worden!. Sie sind 
1 O,. Meyerhof u. P.Oh , Naturwiss. 24, 741, 1936. 
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seither von Euler und Mitarbeitern mit dem gleichen Resultat wieder- 
holt worden?. Im folgenden sei die Ausfiihrung etwas genauer be- 
schrieben. 

Als Enzympraparat diente der mit Aceton gefillte wasserige Ex- 
trakt aus Kaninchenmuskeln. Das Acetonpulver, evakuiert im Eis- 
schrank aufbewahrt, ist mehrere Wochen fast unverandert haltbar. 30mg 
entsprechen 1 ccm Extrakt = 0,4 g frischer Muskulatur. Bei der Wieder- 
auflésung in Wasser bleibt ein Rest von denaturiertem Eiweib, der 
abzentrifugiert wird, und ebenso wird die Lésung nach der Dialyse 
durch Zentrifugieren geklart. Wird der Pulverextrakt in diinnen 
Kollodiumhiilsen gegen mehrfach gewechseltes dest. Wasser bei 6° 
langer ais 15 Stunden dialysiert, so ist er fiir die Veresterung von Kohlen- 
hydrat auch nach Zusatz von Adenylpyrophosphat nicht mehr geeignet. 
Dies diufte der hauptsachlichste Grund sein, warum die Spaltung 
von Glykogen in Milchséure auch nach kombiniertem Zusatz von 
Adenylpyrophosphat +- Co-Zymase nicht mehr gelingt. Dagegen ist 
die Reaktion Hexosediphosphat bzw. Triosephosphat + Brenztrauben- 
siure + Phosphoglycerinsdure -+~Milchsaéure auf keine Umesterung an- 
gewiesen. Diese Reaktion, in Gegenwart von Fluorid, durch das der 
Spontanumsatz des Triosephosphats ausgeschlossen wird, ist zur 
Priifung der Co-Zymasewirkung besonders geeignet. 

Hexosediphosphat, zu einem etwa 40 Stunden dialysierten Extrakt 
aus Acetonpulver zugesetzt, bildet in Gegenwart von Fluorid stets 
eine geringe Menge Milchsaure (0,5 bis 1 mg pro 60 mg Acetonpulver 
in 8cem). Diese Milchséurebildung, die mit und ohne Fluorid etwa 
gleich ist und durch die Gegenwart von Brenztraubensaure in Abwesen- 
heit von Co-Zymase nicht gesteigert wird, fiihren wir auf Zerfall der im 
Gleichgewicht angehiuften Dioxyacetonphosphorsaéure auf dem Wege 
iiber Methylglyoxal zuriick und sehen sie als nicht biologisch gebildet an, 
da eine Lésung von Dioxyacetonphosphorséure auch ohne Ferment 
bei pu 7,5 in 1 bis 2 Stunden eine ahnliche Menge Milchséure bildet und 
da ferner ein gewisser Teil davon sogar erst nach Trichloressigsaure- 
enteiweiBung bei 24stiindigem Stehen des Filtrats mit Kupferkalk 
(zur Entfernung des Fluorids) entsteht. Als enzymatisch gebildet 
rechnen wir allein diejenige Milchsaure, die iiber den Ansatz mit Hexose- 
diphosphat allein entstanden ist. Diese Extramilchsdéure entspricht 
genau dem gleichzeitigen Schwund der Brenztraubenséure. Um die 
Brenztraubensaure in Serien zu bestimmen, benutzen wir die Titration 
mit Bisulfit nach Cook?, doch muB hier, wie schon friither erwahnt?, 


1 Kuler, Adler, Gtinther u. Hellstrém, Zeitschr. f. physiol. Chem. 245, 
217, 1937. — #2 Biochem. J. 24, 1526, 1930. —- * O. Meyerhof u. W. Kiess- 
ling, diese Zeitschr. 283, 83, 1935, vgl. 8S. 89, Anmerkung. 
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ein dem Dioxyacetonphosphat entsprechender Betrag abgezogen werden, 
da dies ebenso Bisulfit bindet wie Brenztraubensaéure. Da dieser Gehalt 
bei gréBerem Uberschu8 von Hexosediphosphat in allen Fillen praktisch 
gleich ist, so geniigt es, das alkaliverseifbare P in einem Ansatz zu be- 
stimmen und den Betrag desselben von der Brenztraubensaure ab- 
zuziehen (wobei 1 Mol Dioxyacetonphosphorsiure = 1 Mol Brenz- 
traubensaure zu rechnen ist). Praktisch kommt es auf dasselbe heraus, 
den scheinbaren Gehalt an Brenztraubensaiure in dem Co-zymasefreien 
Ansatz nach 60 Minuten als Nullwert anzusetzen und von diesem aus die 
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Abb. 1. Milchsiurebildung in dialy- ™g 


siertem Muskelextrakt im System Hex- 
osediphosphat + Brenztraubensaure. j 
Abszisse: y Co-Zymase in logarithmi- — , T 
schem Mafi. Ordinate: mg Extramilch- 
siurebildung. 
Versuche 1 bis 4 der Tabelle II. 
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Anderung des Brenztraubensauregehalts in den anderen Ansiatzen 
zu berechnen. Wie die Tabelle II zeigt, ist der auf solche Weise be- 
rechnete Brenztraubensdureschwund der Extramilchsaurebiidung stets 
parallel. Nach der Reaktionsgleichung muB pro 1 Mol Brenztrauben- 
saéureschwund nicht nur 1 Mol Milchsaéure, sondern auch 1 Mol Phospho- 
glycerinséure gebildet werden. Dies ist besonders in Abwesenheit von 
Adenylsaéure auch angenahert der Fall, was sich aus der Zunahme des 
schwer hydrolysierbaren Phosphats ergibt. Bei Anwesenheit von Adenyl- 
siure kann unter Umstaénden auch Hexosemonophosphat entstehen!. 

Die Versuchszeit betrug in allen Versuchen der Tabelle ITI 
60 Minuten. Die Milchséurebildung ist dann zwar noch nicht beendet, 
doch fallt sie verhaltnismaBig rasch ab und betragt zwischen 20 und 
60 Minuten schon weniger als zwischen 0 und 20 Minuten. Die In- 
aktivierung ist zweifellos auf den Proteinanteil des Ferments zu _ be- 
ziehen und erfolgt unabhangig von der Co-Zymasemenge. Die Gesamt- 
ausbeute an Extramilchsaure pro 60 mg Pulver betragt nach der Dialyse 
bei maximaler Co-Zymasemenge etwa 2,5 mg. Versuche mit Co-Zymase- 
praparaten verschiedenen Reinheitsgrades sind in Tabelle HI zu- 
sammengestellt und auBerdem (mit Ausnahme von Versuch 5) in Abb. 1 
wiedergegeben. Man sieht besonders deutlich aus Abb. 1, in der die ge- 


1 Vgl. P. Ohlmeyer, diese Zeitschr. 287, 212, 1936. 
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bildeten mg Milchsaure gegen die Logarithmen der Co-Zymasekonzen- 
tration aufgetragen sind, da die Milchséurebildung nicht der Co- 
Zymasemenge direkt, sondern ungefahr dem Logarithmus derselben 
proportional ist. Angesichts des Umstandes, da die verschiedenen 
Versuche nicht nur mit verschiedenen Co-Zymasepraparaten, sondern auch 
mit Fermentpraparaten verschiedenen Alters angestellt worden sind, ist 
die Streuung der Versuche verhaltnismaBig geringfiigig. Unter ,,Co- 
Zymasemenge* ist jedoch immer nur der aktive Anteil verstanden, 
indem die tatsaichlich benutzte Menge mit dem Reinheitsgrad der Pra- 
‘parate nach Tabelle II multipliziert wuide. Versuch 5 mit dem reinsten 
der gepriiften Co-Zymasepriaparate (24) gibt absolut kleinere Milchsaure- 
bildung. Dies liegt aber nur an der 54stiindigen Dialyse des Aceton- 
pulvers. Ein vorhergegangener Versuch mit dem ebenso reinen 
Co-Zymasepraparat 23 zeigte bei 40stiindiger Dialysedauer dieselbe 
Milchsdurebildung bei den entsprechenden Co-Zymasemengen wie 
die iibrigen Versuche, aber noch eine recht betrachtliche Extra- 
milchsaure (1 mg) durch Zusatz von Brenztraubensaure ohne Co-Zymase. 
Da dieses auf ungeniigende Entfernung der Co-Fermente aus dem 
Acetonpulver zu beziehen war, wurde in dem Versuch 5 die Dialyse- 
dauer verlangert, was jedenfalls zu einer Schwachung der Wirksamkeit 
fiihrte. 

Der Gehalt an Co-Zymase in ganz frischer Kaninchenmuskulatur 
betragt nach Versuchen von S.Ochoa; iiber die in kurzem berichtet wird, 
400 bis 500 mg pro kg Frischgewicht und nimmt allerdings sehr rach durch 
Autolyse ab. In vorsichtig hergestelltem Acetonpulver aus frischem 
Muskelextrakt finden sich pro g Pulver 4mg Co-Zymase; in 60 mg, 
wie zu den Versuchen dieses Kapitels verwendet, sind also 240 y Co- 
Zymase praformiert, die beim Aufbewahren des Pulvers allmahlich 
zerfallen. Der Zusatz einer solehen Menge Co-Zymase entspricht etwa 
der-maximalen Milchsaéurebildung in den Ansatzen. Andererseits sieht 
man, daB durch | y Co-Zymase schon etwa 10%, durch 10 y 30%, der 
maximalen Milchséurebildung hervorgerufen werden. Es folgt danach, 
dab durch Dialyse die praformierte Co-Zymase auf etwa den 1000sten 
Teil herabgesetzt werden muB, um véllige Inaktivierung herbeizufiihren. 
In manchen Fallen wird die Wirkung der Co-Zymase durch Adenylsaure 
in hoher Konzentration, die fiir sich unwirksam ist, stark aktiviert. 
Dies ist z. B. inden Versuchen | und 2 der Tabelle III der Fall, méglicher- 
weise kommt diese Wirkung dadurch zustande, daB sich durch Um- 
phosphorylierung zwischen Hexosediphosphat und Adenylsdure Hexose- 
monophosphat bildet, obgleich zugesetztes Hexosemonophosphat ebenso 
wie Glykogen in unserem System wirkungslos ist. Ahnlich wie Adenyl- 
siure wirkt dann auch Adenylpyrophosphat. Wichtig erscheint jedoch 
vor allem die Feststellung, daB auch die reinsten Co-Zymasepraparate 
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Milchsaéurebildung und Brenztraubensaureschwund im Ansatz 


von 8cem mit Extrakt aus 60mg Acetonpulver (entsprechend 





2cem Muskelextrakt) bei einstiindiger Inkubation bei 20° in 
m/25 NaF. 
I ohne Adenyl- I] mit Adenyl- 
Shure Siure 
C0-ZY- uSatz susatz . y Adenyl- 
mase- | Dialyse-|Henose-| Brenay |7ektive /Zgdenyt ame. . 
Pripa- dauer diphos- trauben- Zymase Ansatz ma! trauben- még trauben- 
rat phat stiure ? II Mileh- oda Milch- ee 
siiure poet siure got 
ing gebildet <chwan- | Sebildet schwun- 
Nr. Std. P.O; mg den den 
iA 40 12,5 12,3 — 750 0 0 
0,4 750 0,13 0,18 0,60 0,94 
1,2 750 0,24 0,36 0.70 1.00 
8,5) 750 0,73 0,55 1,05 2.13 
85 1,50 1,70 
0 500 0,20 
8.5 500 0,78 0,72 
2. A 36 12,5 13,0 - 750 0,16 0,19 
4 750 0,58 0,59 1,13 1,19 
16 750 1,15 1,54 1,41 1,69 
85 750 1 PY I 1,74 2,01 2,59 
450 2,22 2,14 
1200 2.30 2,54 
Bf 40 6,2 6,5 100 0,36 0,72 0,94 
0.6 100 0,64 0,59 0,76 0,99 
1,8 100 0,61 0,64 0,85 0,97 
6 100 0,73 0,78 1,0 1,27 
120 100 2.33 2,55 2,33 2,70 
600 2,93 3,18 
0,6 500 0,92 1.20 
6 * 0,33 0 
120 * 0,54 0) 
4. 4 40 12.0 8,8 _- 500 0,16 0,46 0,10 
2.0 500 0,41 0,25 0,71 0.55 
10 500 0.80 0,45 0.88 1.07 
50 500 1,15 0,95 1,37 2.03 
200 1,74 1,33 
1000 2,12 2,25 
10 * 0.21 0 
200 * 0,28 0,24 
5. 24 54 12 8,8 - 500 0,25 0,22 0,51 0,64 
18 500 0,35 0,24 0,57 0.71 
45 500 0,37 0.34 0,65 0.76 
18 500 0.45 0,39 0,75 0,75 
90 0,63 0,59 
1400 0,99 0.84 


* Inaktive Co-Zymase. 














346 O. Meyerhof u. P. Ohlmeyer: 


bei vélliger Abwesenheit des umphosphorylierenden Co-Ferments 
Brenztraubenséiure zu Milchséure reduzieren, wobei die Milchsaure- 
bildung mit hohen Co-Zymasekonzentrationen maximal ist. Die Re- 
aktion findet jedenfalls zwischen Triosephosphat und Co-Zymase statt. 
In der Tat zeigte kiirzlich Euler, daB bei Abwesenheit von Zymohexase 
Hexosediphosphat nicht mehr imstande ist, Co-Zymase zu hydrieren!. 
Ebenso unwirksam wie Adenylsdure fiir sich allein ist auch alkali- 
inaktivierte Co-Zymase. Der geringe Aktivitatsrest, der manchmal 
beobachtet wird, JaBt sich damit erklaren, daB gegen 1°, der Co-Zymase 
der Inaktivierung entgangen ist. 


Die Umesterung des Phosphats von Phosphobrenztraubensiure auf Glucose. 


Wie friiher gezeigt®, wird die Umphosphorylierung von Phospho- 
brenztraubensaiure auf Glucose in folgender Reaktionskette bewirkt: 


a) 2 Phosphobrenztraubenséure + Adenylsdure — 2 Brenztrauben- 


saure -+- Adenylpyrophosphat. 
b) Adenylpyrophosphat + Glucose -— Adenylséure + Hexose- 
diphosphat. 


Diese Reaktionsfolge laBt sich weiter zerlegen, indem einerseits Adeno- 
sindiphosphat, andererseits Hexosemonophosphat als Zwischenprodukte 
auftreten, wobei Reaktionen der Form stattfinden: 


a,) Phosphobrenztraubensaure + Adenylsaure — Brenztrauben- 


siiure + Adenosindiphosphat, 

ay) Phosphobrenztraubensaure + Adenosindiphosphat — Brenz- 
traubensiure + Adenylpyrophosphat, 

b,) Adenosindiphosphat -++ Glucose -- 1 Hexosemonophosphat 
+ Adenylsaure, 

b,) Adenylpyrophosphat + 2 Glucose -+ 2 Hexosemonophosphat 

Adenylsaure, 

¢,) Hexosemonophosphat + Adenosindiphosphat - Hexose- 

diphosphat + Adenylsaure 


usw. Tatsachlich entsteht unter verschiedenen Bedingungen bei der 
Umphosphorylierung ausschlieBlich Hexosemonophosphat, und anderer- 
seits kann in gewissen Enzymsystemen die Umphosphorylierung noch 
mit Adenosindiphosphat, aber nicht mehr mit Adenylsaure als Ausgangs- 
substanz herbeigefiihrt werden, ganz in Analogie zu den Befunden 
von K. Lohmann bei der Reaktion zwischen Argininphosphorsaure 
und dem Adenylséuresystem in Krebsmuskulatur®. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 241, 267, 1936. — * O. Meyerhof u. 
W. Kiessling, diese Zeitschr. 283, 83, 1935. 3K. Lohmann, ebenda 282, 


109, 1935. 
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A. Umesterung zwischen Phosphobrenztraubensdure und C'o-Zymase bzw. 
Adenylsdure. 

In der ersten Versuchsreihe wurde die Umphosphorylierung von 
Phosphobrenztraubenséure auf Adenylsiiure bzw. Co-Zymase mit 
dialysiertem Muskelextrakt gepriift. Der Umsatz der Phosphobrenz- 
traubensdure wurde bestimmt mittels des durch Jod in alkalischer 
Lésung abgespaltenen anorganischen Phosphats! und die Bildung 
von Pyrophosphorsauregruppen durch das in 7 Minuten hydrolysierbare 
Phosphat, wofiir der nach 7 Minuten Hydrolyse und Jodbehandlung 
erhaltene Wert von dem bei alleiniger Jodbehandlung abgezogen wurde. 
Da die Phosphobrenztraubenséure in 7 Minuten selbst zu etwa 40°%, 
gespalten wird, mu sie fiir die Bestimmung der Pyrophosphatgruppen 
zerstért sein. (Manchmal tritt ein geringer Fehler dadurch auf, dai 
in solchen Ansiétzen, wenn viel Phosphobrenztraubensdiure zugegen 
war und ein erheblicher Jodoformniederschlag entfernt werden mubte, 
eine Verstarkung der Molybdanblaufairbung eintrat, als ob etwas leicht 
hydrolysierbarer Ester aufgetreten ware. In solechem Falle ist bereits 
zur Zeit Null ein scheinbarer Gehalt an leicht hydrolysierbarem Phos- 
phat vorhanden, der dann von allen Werten der betreffenden Serie 
in Abzug gebracht wurde.) 

Der Schwund der Phosphobrenztraubenséure ist stets erheblich 
gréBer als der Umesterung zu leicht hydrolysierbarem Phosphat ent- 
spricht, weil gleichzeitig noch die Gleichgewichtsreaktion Phospho- 
brenztraubensaure ~~ Phosphoglycerinsiure ablaiuft, allerdings etwas 
langsamer als die Umphosphorylierung. In der Tabelle IV sind einige 
Versuche mit verschieden reinen Co-Zymasepraparaten vor und nach 
Inaktivierung wiedergegeben, zum Vergleich wurde stets eine etwa aqui- 
valente Menge Adenylsaure benutzt. Als Enzympraparat diente 11 bis 
15 Stunden dialysiertes Acetonpulver aus Muskelextrakt. Co-Zymase 
und Adenylséure wurden durch den Amino-N charakterisiert, der in 
der Tabelle angegeben ist. Als Phosphobrenztraubenséure diente ein 
synthetisches Praparat von W. Kiessling. Sie wurde in den Versuchen 2 
und 3 in geringem UberschuB und im Versuch 1 im Unterschu8 benutzt. 
Der maximale Umsatz ist erreicht, wenn das leicht hydrolysierbare 
Phosphat der in der kleinsten Menge zugegebenen Komponente ent- 
spricht, wobei entweder das ganze Phosphat der Phosphobrenztrauben- 
sdure leicht hydrolysierbar wird oder pro ly Amino-N 10 y P,O,; zu 
Pyrophosphat werden kénnen. Die Umphosphorylierung in den Ver- 
suchen ist aber niemals ganz vollstandig. Wahrend das Co-Zymase- 
praparat B noch eine direkte P-Aufnahme zeigt, die allerdings durch 


1 K,. Lohmann u. O. Meyerhof, diese Zeitschr. 278, 60, 1934; O. Meyerhof 
u. W. Kiessling, ebenda 281, 249, 1935. 
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Inaktivierung stark erhéht wird, werden die reineren Praparate 4 
und 24 direkt iberhaupt nicht mehr phosphoryliert, sondern nur nach 


Inaktivierung. 


Tabelle IV. Umphosphorylierung von Phosphobrenztraubensaure 
auf Co-Zymase bzw. Adenylsaure. 


Im Ansatz von je 3ccm: 





Phosphobrenz- 














In y NH g-N ss ai pes Leicht hydrolysier- 
alg z Btn 8 — ny _ bares Poi yx gebildet 
5 é > e Ver- ———- 

& a 3 = suchs- o? or . © 2 
cal 8 | Rae er Co- : zeit Ss Sos 2Seieke 
A zymase | Adenyl |) "| BE ZEre PIlEere 
fiir « i Ex | 82 ~ =n 
und b) | fir e) ng St ES (23% 
Nr. Nr. mg Std. Sek. i ee hee.” ay Y ES 
1 Bi 40 11) 94 120 0 0,73 0,73 | 0,78 
30 0,45 0,02 | 0,07 0155 067 0.65 
180 0,32 0,02 | 0,08 014 | 067 065 
2 4/80 14 104* 73 0 1,12 1,08 | 1,21 
15 0,90 0,60 | 1,59 0 0.17 0,30 
60 0,61 0,21 | 0,18 0 040 059 
104 ** 15 0,375 | 045 
60 0,17 0,62 
3 24/80 15 80 90 0 | 1,14 1,09 | 1,12 
15 0,84 0,41 | 0,34 0 060 037 
60 0,49 0,80 0,10 0 054 061 








* In b) 3 Min. inaktiviert. — ** In b) 6 Min. inaktiviert. 


B. Katalytische Wirkung des wumphosphorylierenden Co-Ferments im Hefe- 
mazerationssa ft. 

Da bei der Phosphatiibertragung von Phosphobrenztraubensaure 
auf Glucose das umphosphorylierende Co-Feiment katalytisch wirkt, 
so sind sehr viel kleinere Mengen desselben nétig, diese Reaktion in 
Gang zu setzen, als fiir den Nachweis von leicht hydrolysierbarem 
Phosphat bei dem stéchiometrischen Umsatz des vorigen Abschnitts 
erfordert werden. Werden z. B. in den Versuchen der Tabelle IV etwa 
100 y Amino-N der umphosphorylierenden Co-Fermente bendtigt, 
damit die Bildung von Pyrophosphat einwandfrei nachzuweisen ist, 
so bedarf es fiir den Nachweis der katalytischen Wirkung in ungefahr 
gleich groBen Ansatzen nur 1 bis 2 y Amino-N. Daher entsteht bei 
nicht sehr weitgehend  gereinigten Co-Zymasepraparaten _ leicht 
der Anschein, daB die Co-Zymase selbst die Phosphatiibertragung 
bewirkt, wie es in der zuletzt veréffentlichten Arbeit! angenommen 
war. Das Verhalten reiner Praiparate geht aus den Versuchen Abb. 2 
bis 4 hervor, wo die Garungsgeschwindigkeit (C O,- Bildung synthetischer 


' P, Ohlmeyer, diese Zeitschr. 287, 212, 1936. 
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Phosphobrenztraubensaure in 15 Stunden lang dialysiertem Mazerations- 
saft) wiedergegeben ist bei Zusatz verschiedener Mengen freier Adeny!- 
sdure einerseits, Co-Zymase andererseits. Die Versuche Abb. 2 und 3 
sind mit Co-Zymasepraparat i7 angestellt, das noch nicht nach dem 
ganzen Analysengang gereinigt war und in héherer Konzentration 
noch eine Umesterung hervorruft. Jedoch ist die Wirkung von 
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Abb. 2. Phosphatiibertragung von Phosphobrenztraubensiure auf Glucose mit Vergirung det 
Brenztraubensiure. 

Ordinate: emm CO, aus Phosphobrenztraubensiure. Abszisse: Zeit in Minuten. Ansatz mit 
0,4cem, 15 Std. dialysiertem Mazerationssaft. Phosphobrenztraubensiiure mit Img P.O 
(1,41.10-5 mol. = 317emm CO,), 1,5mg Glucose, Hexosediphosphat mit 0.05mg P.O, auf 

leem (Hexosediphosphat verringert die Induktionsperiode der Umphosphorylierung) 

4 Ohne Zusatz. 

Mit Adenylsiure. 

Co-Zymase. 
ae I Mit 507 Adenylsdure (0,14.10-6 mol.). 
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Abb. 3. Ansatz wie Abb. 2. Steigerung der Katalyse durch kleine Mengen 
Adenylpyrophosphat. 
4 4 I Ohne Zusatz und mit 37 y Adenylpyrophosphat (0,07. 10-6 mol.). 
+——+ II 50y Adenylsiure + 12y Adenylpyrophosphat (0,02 .10-6 mol.). 
e- @ III 1000 y Co-Zymase, Praiparat 17, + 127 Adenylpyrophosphat (0,02. 10-6 mol.) 
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3,7 . 10-® Mol Co-Zymase noch etwas geringer — die Auslosung der 
Garung langsamer — als von 0,28 . 10-® Mol Adenylsaure. 1,4 . 10-* Mol 
Co-Zymase sind fast wirkungslos. Man kann daraus schlieBen, dab 
der umphosphorylierende Faktor nur in der GréBenordnung von weniger 
als '/)9 der Co-Zymase vorhanden ist, wenn auch eine quantitative 
Bestimmung nicht médglich ist. Dies liegt vor allem daran, daB Adeno- 

















0 10 * sit IO 40 Min 


Abb. 4. Ansatz wie Abb. 3, aber reine Co-Zymase (Praparat 24) vor und nach Inaktivierung 





a 4 I Ohne Zusatz. 

y)——©) Ebenso, mit 50 y inaktivierter Co-Zymase. 

+———+ II Mit 75y Adenylsdure (0,21.10-6 mol.). 

@---e@ Ill . 6000 y Co-Zymase (8,4.10-6 mol.). 

Oo-——O IV . 125, inaktivierter Co-Zymase (0,17 . 10-6 mol.). 


sindi- und Adenosintriphosphorsdure in kleineren Mengen wirksam 
sind als Adenylséure, und daB weiterhin noch geringere Mengen von 
ihnen, die fiir sich allein unwirksam sind, die katalytische Wirkung 
der Adenylséure und in ahnlicher Weise auch der Co-Zymase erganzen 
kénnen. Dies diirfte, wenigstens zum Teil, auf dem Umstand beruhen, 
daB die obigen Reaktionen a, und b, leichter ablaufen als die Reaktion a 
und daB daher etwas Adenosinpolyphosphorsaéure vorgegeben werden 
muB. Wie Abb. 3 zeigt, werden 0,14 . 10-® Mol Adenylsaure, die allein 
unwirksam sind, durch 0,02 .10-® Mol Adenosintriphosphat so er- 
ginzt, daB ein sehr rascher Umsatz entsteht (dabei sind auch 
0,07 . 10-® Adenosintriphosphat fiir sich allein wirksam). In ahnlicher 
Weise werden auch 1,4. 10~® Mol Co-Zymasepraparat 17, die fiir sich 
unwirksam sind, von 0,02 . 10-* Mol Adenosintriphosphat komplettiert, 
wobei allerdings wiederum der Umsatz langsamer ist als mit !/,, der 
Menge Adenylsaure. 

Abb. 4 stellt eine Versuchsreihe mit dem chemisch reinen Co- 
Zymasepraparat 24 dar; wahrend 0,2.10-* Mol Adenylsaéure noch 
gerade die Umphosphorylierung katalysieren, sind 8,5 .10~® Mol Co- 
Zymase, also die 40fache Menge véllig wirkungslos. Andererseits wird 
die Co-Zymase durch Alkaliinaktivierung zu so groBer phosphatiiber- 
tragender Wirkung gebracht, daB 0.17 . 10-® Mol davon schon erheblich 
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starker wirken als die etwas gréBere Menge Adenylsiure (0,07 . lu-® Mol 
sind unwirksam). Eine solche starkere Wirkung kann wohl auf das 
Entstehen von etwas Adenosinpolyphosphorsaure bei der Inaktivierung 
zurickgefiihrt werden. Wie Euler gezeigt hat!, und wir bestatigen 
kénnen, tritt bei der Alkaliinaktivierung von Co-Zymase etwas leicht 
hydrolysierbares Phosphat auf. Man kann daher diese alkaliinaktivierte 
Co-Zymase mit einem umphosphorylierenden Co-Fermentgemisch ver- 
gleichen, wie es in den Versuchen der Abb. 3 verwandt wurde. Ubrigens 
wirkt Adenosindiphosphat etwa gleich stark wie Adenosintriphosphat 
und ist ebensogut imstande, in kleinen Mengen die katalytische Wirkung 
der Adenylséure zu erginzen. Diese Verhaltnisse verschieben sich er- 
heblich durch Zusatz von kleinen Mengen Mangan, dessen aktivierende 
Wirkung auf die Garung kiirzlich von Negelein unter Warburg festge- 
stellt worden ist?. Wie inzwischen in einer Untersuchungsreihe von P. Ohl- 
meyer und S. Ochoa® beobachtet wurde, wird durch einige y Mn pro cem 
nicht nur die umphosphorylierende Wirkung von Adenylsiure und 
Adenylpyrophosphat auf etwa das Fiinffache gesteigert, sondern reinste 
Co-Zymase in einer reversiblen Reaktion so umgewandelt, dab sie 
annahernd die Wirkungsstarke der Adenylsdure bei der Phosphatiiber- 
tragung erreicht. 
Diskussion. 

Die mitgeteilten Versuche lassen keinen Zweifel, daB sowohl bei 
der Milchséurebildung wie bei der Garung die Funktionen der Co- 
Zymase als wasserstoffiibertragenden Co-Ferments und des freien 
Adenylsaiuresystems als phosphatiibertragenden Co-Ferments getrennt 
sind, und daB sich fiir geeignete Intermediirreaktionen die Wirkung 
jedes der beiden Co-Fermente fiir sich allein nachweisen léBt. Damit 
ist aber tiber den Zusammenhang der beiden Co-Fermente noch keine 
volistindige Klarheit geschaffen. Schon die leicht reproduzierbaren 
Versuche mit stark ausgewaschener Trockenhefe, die zur A-Co- 
Bestimmung dienen, kénnen nicht verstanden werden, wenn die physio- 
logische Funktion der Co-Zymase unter allen Bedingungen allein die 
Wasserstoffiibertragung ist; denn dann wire es nétig, bei Priifung det 
reinsten Co-Zymasepraparate einen UberschuB von umphosphory- 
lierendem Co-Ferment hinzuzugeben. Tatsachlich hat dies aber, wie 
wir wiederholt festgestellt haben, auf die Garschwindigkeit im stationéren 
Zustand keinen EinfluB. Die andere Alternative aber, daB die aus- 
gewaschene Trockenhefe noch geniigend umphosphorylierendes Co- 
Ferment enthielte, ist 4uBerst unwahrscheinlich. Im giinstigsten Falle 
entspricht die gebliebene Restgirung der Trockenhefe im Ansatz von 


1 Vestin u. Euler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 245, I, Heft 1 u. 2, 1936. 
— *? Vel. O. Warburg u. Christian, diese Zeitschr. 287, 294, 1936. 3 Vor- 
laufige Mitteilung Naturwiss. 25, 253, 1937. 
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20 mg Hefe etwa0,4 yCo-Zymase und die freien Adenylsaéureverbindungen 
als kleinere Molekiile sind jedenfalls nicht schwerer auswaschbar als 
jene. Weiterhin enthalt frische Hefe und frisch hergestellter Mazerations- 
saft aus Trockenhefe iiberhaupt keine nachweisbare Menge freier Adeny]- 
sdure. Schon dies legt nahe, da$ die freien Adenylsdureverbindungen, 
die aus Hefe und Hefepraparaten gewonnen werden, aus dem Zerfall 
von Co-Zymase entstanden sind. 

Zur Erklarung des Umstandes, daB die Gargeschwindigkeit aus- 
gewaschener Trockenhefe in einem gewissen Rereich auch bei reinsten 
Co-Zymasepraparaten deren Menge proportional ist und eines Zusatzes 
freier Adenylséureverbindungen nicht bedarf, bleibt dann nur die 
Deutung iibrig, daB im stationéren Zustand der Garung umphospho- 
rvlierendes Co-Ferment aus der Co-Zymase entsteht. Dies laBt sich 
in der Tat nachweisen. Uber diese Versuche wird spater genauer be- 
richtet we:den. 

Hierbei zeigt sich ebenso wie bei der Mn-Wirkung ein Zusammen- 
hang der beiden Garungs-Co-Fermente, der durch den chemischen 
Bau der Co-Zymase nahegelegt -wird und der schon in gewisser Weise 
dureh die ,,Alkaliinaktivierung’ demonstriert wird. Hier wird eine fiir 
die Kohlenhydratspaltung unentbehriiche Teilfunktion, die Umphos- 
phorylierung, die an das Adenylséuresystem gekniipft ist, bei der Co- 
Zymase dadurch hervorgerufen, daB ihr eigener Adenylsdurebestand 
durch einen geringen chemischen Eimgriff freigelegt wird. 


Zusammenfassung, 


In der Arbeit wird eine Reinigungsmethode der Co-Zymase, die 
sich an die Methoden H.v. Eulers und O. Warburgs anschlieBt be- 
schrieben, welche in verhaltnismaBig kurzem Arbeitsgang aus Hefe 
zu Co-Zymasepraparaten vom Reinheitsgrad’ 1 fiihrt (etwa 1,0 g¢ Co- 
Zymase aus 25 kg Hefe). Die mit derartig gereinigter Co-Zymase an- 
gestellten Versuche zeigen, daB sie das unentbehrliche Co-Ferment 
der Oxydoreduktion im Muskelextrakt in dem System Brenztrauben- 
siure + Hexosediphosphat bzw. Triosephosphat darstellt. Wenn auch 
Zusatz von Adenylsiure unter Umstanden die Milchsaéurebildung bei 
kleinen Co-Zymasekonzentrationen erhéht, so wird doch bei geniigend 
hoher Co-Zymasekonzentration schon allein mit Co-Zymase die maximale 
Milchsaéureausbeute erzielt. Dabei ist diese ungefahr dem Logarithmus 
der Co-Zymasekonzentration proportional. 

Andererseits zeigt sich, in Ubereinstimmung mit dem Befund 
Eulers und Mitarbeiter, daB véllig reine Co-Zymase nicht imstande ist, 
sich mit Phosphobrenztraubensaéure zu einer Pyrophosphatverbindung 
umzuestern, sondern daB dies nur mit unvollstandig gereinigter Co- 
Zymase geschieht oder mit reiner Co-Zymase nach ,,Alkaliinaktivierung™. 
Ebensowenig kann eine derartig reine Co-Zymase die Phosphatiiber- 
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tragung in ausdialysiertem Mazerationssaft im System Phosphobrenz- 
traubensaure -+ Glucose katalysieren und auf diese Weise die Phospho- 
brenztraubensaéure zur Vergairung bringen. Vielmehr ist im Vergleich 
zu Adenylsdure die 40fache Menge reiner Co-Zymase noch katalytisch 
unwirksam, was aber durch Anwesenheit von Mn geandert wird. 


Nachschrift. 

Nach Fertigstellung des Manuskripts erschien eine neue Arbeit 
von Kuler und Adler', die sich mit der Umphosphorylierung durch Co- 
Zymasepraparate hohen Reinheitsgrades beschaftigt und in ihren 
wesentlichen SchluBfolgerungen mit der vorliegenden Arbeit im Ein- 
klang ist. Nur finden die Autoren im Unterschied von uns und in schein- 
barem Widerspruch zu der SchluBfolgerung, daB reinste Co-Zymase 
nicht als umphosphorylierendes Co-Ferment wirken kann, daB bei der 
Vergarung von Phosphoglycerinséure in Gegenwart von Glucose und 
Jodessigsdure, d.h. also fiir die intermediire Phosphatiibertragung 
von Phosphobrenztraubenséure auf Glucose, die reinste Co-Zymase 
genau so stark, eventuell sogar noch etwas starker katalytisch wirkt 
als eine aquimolekulare Menge Adenylsaure. Die Versuche sind mit 
ausgewaschener Trockenhefe oder 3!/, Stunden dialysiertem Mazerations- 
saft gemacht. Die aktiven Mengen der Co-Fermente liegen zwischen 
0,1 und 1 . 10-® m in 3,5 cem, stimmen also mit den von uns gepriiften 
Konzentrationen etwa iiberein; abgesehen vonder Verwendung von Phos- 
phoglycerinsaure und Jodacetat, was an dem Ausfall der Versuche nichts 
andern kann, unterscheiden sie sich von den unsern im letzten Kapitel, 
B beschriebenen, nur durch die kiirzere Dialysedauer des Mazerations- 
saftes. Das diirfte aber auf Grund der in der Diskussion besprochenen 
Beobachtungen auch den Unterschied erklaren. Der in Trockenhefe 
und Mazerationssaft vorhandene Faktor, der eine reversible Umwandlung 
der Co-Zymase in umphosphorylierende Substanz ermdglicht, wird 
offenbar erst durch lange Dialyse daraus entfernt. Tatsachlich werden 
ja auch unsere reinsten Co-Zymasepraparate, die im System Phospho- 
brenztraubensaiure +- Glucose unwirksam sind, schon durch 1,5 y Mn, 
dem Gehalt von 0,3g Trockenhefe, zur Umphosphorylierung befahigt. 
Da®B unter ahnlichen Umstanden in Abwesenheit von Glucose keine 
erkennbare Bildung von Pyrophosphat eintritt, wird wohl am ehesten 
durch die Annahme eines Gleichgewichts verstandlich, das zwischen der 
wasserstoffiibertragenden Co-Zymase und der daraus entstehenden 
umphosphorylierenden Substanz besteht. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 246, 83, 1937. 

















Zur Frage der EiweiBnatur des Bienen- und Crotalusgiftes. I. 
Von 
R. Havemann und K. Wolff. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 10. Mdrz 1937.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Durch die Untersuchungen von Chr. Tetsch und K. Wolff? ist die 
Darstellung chemisch einheitlicher? und stark toxischer Fraktionen aus 
den Bienen- und Schlangengiften entwickelt worden. Auf Grund ihrer 
Elementaranalysen sowie der sonstigen chemischen und pharmakologi- 
schen Reaktionen der dargestellten rein weiBen und leicht wasser- 
léslichen Substanzen gelangten die Autoren zu der Annahme der Eiweib- 
natur der beiden Gifte. Weil auch wir die Anschauung vertreten, dat} 
es sich bei diesen Stoffen um eiweiBartige Kérper handelt, schlagen wir, 
neben der schon von Faust? angéwandten Bezeichnung ,,Crotalotoxin", 
fiir Bienengift die neue Bezeichnung ,,Apitoxin‘ vor, zumal die Klassi- 
fizierung als Toxin, d.h. als toxisches Protein, gegen das immunisiert 
werden kann, heute auch formal berechtigt ist. 

Bekanntlich vertrat noch Flury* hinsichtlich des seiner Ansicht 
nach wirksamen Bestandteils des Bienengiftes die schon von Faust 
verfochtene Anschauung, daB die genannten tierischen Gifte keine 
EiweiBstoffe, sondern verhaltnismaBig einfache Verbindungen von 
saponinartigem Charakter seien. Neuerdings sprechen wieder ver- 
schiedene Autoren, so besonders Wieland und Konz® und Hahn und 
Ostermeier® von dem eiweiBartigen Charakter dieser tierischen Gifte. 

Es ist wohl kein Zweifel, daB es sich bei der von Tetsch und Wolff! 
aus nativem Bienengift dargestellten Verbindung Apitoxin um ein 
besonders reines Praparat des Hydrochlorids der von Langer? zuerst 
dargestellten, auch Flury bekannten, sogenannten  ,,Langer‘‘schen 
Base handelt. In der vorliegenden Untersuchung soll jedoch gezeigt 
werden, da Apitoxin und Crotalotoxin neben den schon erwiesenen 


basischen Gruppen auch saure dissoziierende Gruppen enthalten. Eine 
soleche amphotere Natur ware in der Tat ein weiterer, entscheidender 


' Chr. Tetsch u. K. Wolff, diese Zeitschr. 288, 126, 1936. — ? ,,Chemisch 
einheitlich** in einem erweiterten Sinne, wie er u. E. bei sehr groBen Mole- 


kiilen zulassig ist. — * Faust, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 56, 236, 
1907; 64, 244, 1911. — ‘4 Flury, ebenda 85, 319, 1920. — 5 Wieland u. 


Konz, Ref. im Chem. Zentralbl. 108, 1456, 1937. — ® Hahn u. Ostermerer, 


Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 69, 2407, 1936. — 7 Langer, Arch. f. exper. 
Path. u. Pharm. 88, 381, 1897. 
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Beweis fiir ihren Eiwei8charakter und wiirde sie in einwandfreier Weise 
von Polyaminen oder Alkaloiden (Langer) unterscheiden. 

Zur Untersuchung dieser Frage benutzten wir die Methode det 
Messung der kataphoretischen Wanderungsgeschwindigkeit von in den 
Lésungen der Gifte suspendierten Quarzteilchen bei variiertem py 
(px 3 bis 11). Solche Quarzteilchen enthalten an ihrer Oberflaiche eine 
(wahrscheinlich vollkommen ,,dichte’‘) Schicht der gelésten Molekiile 
adsorbiert und verhalten sich hinsichtlich ihrer Kataphorese in ganz 
entsprechender Weise wie die Molekiile in der Lésung (Freundlich und 
Abramson', Ettisch und Havemann*). Z. B. sind die Kurven, die Svedberg 
und Tiselius® bei der Kataphorese von Albuminlésungen im U-Rohr 
erhalten haben, bis auf die Unterschiede im MaBstab weitgehend 
identisch mit denen, die Freundlich und Abramson! bei der Kata- 
phorese von Quarzteilchen in Albuminlésungen erhielten. Beide Ver- 
fahren liefern den gleichen isoelektrischen Punkt usw. 

Zur Messung der kataphoretischen Wanderungsgeschwindigkeit der 
suspendierten Quarzteilchen benutzten wir die von Havemann? an- 
gegebene Kataphoresekammer in etwas verbesserter Form (vgl. unten 
S. 356). 

Um die Verwendbarkeit der Kataphoresemethode hinsichtlich der 
Bedingung der Adsorbierbarkeit der Toxine an Quarz sicherzustellen, 
wurde zunachst folgender Versuch gemacht: 

10cem Crotalotoxinlésung, 0,02 °,ig®, wurden mit 1 cem einer 1,8 g ecm 
enthaltenden Quarzsuspension versetzt. Nach einigem Umriihren wurde 
der suspendierte Quarz abzentrifugiert. Von der iiberstehenden Lésung 
wurde 1 cem einer Maus (17 g) subcutan injiziert. Das Tier zeigte keinerlei 
Reaktion. Demnach mubte die in 1 cem enthaltenen Menge Crotalotoxin 
infolge der Adsorption an Quarz von 200 7 unter die letale Dosis von etwa 
30 » gesunken sein. Der abzentrifugierte Quarz wurde in 5cem H,O sus- 
pendiert und hiervon 0,5 ecm einer Maus von 18 g Gewicht (1) und 1 cem 
einer Maus von 17 g Gewicht (2) in der gleichen Weise appliziert. Maus (1) 
starb nach 24 Stunden, Maus (2) nach 12 Stunden. Die Injektion reiner 
Quarzsuspension gleicher Konzentration wurde reaktionslos iiberstanden. 
Wir durften damit sicher sein, daB der toxische Bestandteil unserer L6sungen, 
ohne chemisch verandert zu werden, vom Quarz adsorbiert wird. 

Zu den Kataphoresemessungen wurde eine Kammer von 100 mm Lange 
und einem lichten Querschnitt von 8mm mal 1 mm verwendet. Als Span- 
nungsquelle diente eine Anodenbatterie von 100 Volt, die iiber einen Kom- 
mutator und einen Schalter mit den Cu--CuSO,-Elektroden verbunden 
wurde. Beobachtet wurde mittels Objektiv Leitz Nr. 4 und Leitz Periplan- 


' Freundlich u. Abramson, Zeitschr. f. phys. Chem. (A) 128, 25, 1927. 


133, 51, 1928. — ? Ettisch u. Havemann, ebenda (A) 174, 199, 1935. 
3 Svedberg u. Tiselius, J. Amer. Chem. Soc. 48, 2272, 1926. — 4 Havemann, 
diese Zeitschr. 281, 402, 1935. — ® Die zu diesen Untersuchungen  be- 


nétigten Mengen Apitoxin und Crotalotoxin stellte uns Herr Chr. Tetsch 
in dankenswerter Weise zur Verfiigung. 
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okular, 25fach, mit Netzokularmikrometerscheibe Die py-Messungen 
wurden mit der Glaselektrode ausgefiihrt!. Die Potentialmessung geschah 
mittels MeBbriicke in Poggendorf-Schaltung und einem Kapillarelektrometer 
mit kleiner Kapazitat nach Havemann? als Nullinstrument. Der eigentliche 
Mebthermostat, der mit Paraffinél gefiillt war, hing in einem gasbeheizten 
durch Toluolthermoregulator auf etwa 0,05° C konstant gehaltenen Wasser- 
thermostaten. Der Paraffintherrnostat war dadurch auf etwa 0,01°C 
konstant. Gemessen wurde bei 38°C. Die Verbesserung der von Havemann 
angegebenen Kataphoresekammer bestand darin, daB zwecks sicherer Be- 
festigung und zur Erleichterung des Auswechselns der Pergamentmembranen 
die Enden der Kammer in der in Abb. 1 gezeigten Weise durch plan- 
veschliffene Platten abgeschlossen wurden. Die Membranen wurden auf 
diese Platten gelegt und durch gleichartige be- 
wegliche Platten mittels Klammern _ fest- 
gehalten. 

Durch fraktionierte Sedimentation wurde 
aus pulverisiertem, gegliihtem Quarz (Kakl- 
baum) eine Fraktion mit einer TeilchengréBe 
von etwa | bis 2 1 Durchmesser gewonnen, die 
in Wasser suspendiert aufbewahrt wurde. Von 








Pergamentmembran dieser Suspension wurde den zu untersuchenden 
Abb. 1. Lésurtgen soviel zugesetzt, daB bei der mikro- 
skopischen Beobachtung in der Kataphorese- 
kammer in den verschiedenen Kammertiefen stets etwa 5 bis 20 Teilchen 
gleichzeitig zu sehen waren. Es wurde mittels Stoppuhr die Zeit bestimmt, die 
ein Teiichen zur Durchwanderung einer bestimmten Anzahl von Feldern des 
Okularnetzes benétigte. Die Wanderungsrichtung wurde in der Regel durch 
Polwechsel geiindert und durch Vergleich der Geschwindigkeiten in beiden 
Richtungen das Auftreten von Fehlern erkannt, die durch Warmezirkula- 
tionen der Lésung u. dergl. hervorgerufen werden kénnen. Die verwendeten 
Apitoxin- und Crotalotoxinlésungen hatten eine Konzentration von 0,02 5. 
Das py der Lésungen wurde durch Hinzufiigen von n/10 bzw. n/100 NaOH 
oder HCl sowie durch geeignete Puffer auf den gewiinschten Wert gebracht. 
Es wurden die Wanderungsgeschwindigkeiten der suspendierten Quarz- 
teilchen in neun verschiedenen Kammertiefen ,von gleichem Abstand ge- 
messen. Die Geschwindigkeiten in den einzelnen Kammertiefen ergaben 
sich als die Mittelwerte aus je drei bis zw6lf Messungen. Durch die Un- 
scharfe in der Einstellung einer bestimmten Kammertiefe, die durch die 
optischen Eigenschaften des Mikroskops bedingt ist (Tiefenscharfe), ist 
naimlich eine gewisse Streuung der Werte unvermeidlich, wenn auch die 
Wanderungsgeschwindigkeit der Quarzteilchen in den einzelnen Kammer- 
tiefen als durchaus konstant angesehen werden kann. Eine Abhangigkeit 
der Wanderungsgeschwindigkeit von der GroBe der Teilchen besteht nicht, 
die Geschwindigkeit ist vielmehr in eindeutiger Weise durch das Phasen- 
grenzpotential der Teilchen bestimmt. 


Messungen. 
Die Ergebnisse der Einzelmessungen bei vier verschiedenen pu-Werten 
(Crotalotoxin) sind zur Erlauterung der Methode in Abb. 2 graphisch dar- 
1 Havemann u. Groscurth, Deutsch. med. Welt 1936, Nr. 11. 2 Have- 


mann, Zeitschr. f. Elektrochem. 40, 117, 1934; siehe auch Abderhaldens 
Handb. d. biol. Arbeitsmeth. Abt. II, Physik. Methoden, TI. 3, 1, 8S. 336s. 
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gestellt. Im ganzen wurden fiir Apitoxin und Crotalotoxin je etwa 20 bis 25 
solche EinzelmeBreihen ausgefiihrt. Aus den erhaltenen Geschwindig- 
keitsparabeln (Abb. 2) gewannen wir durch graphische Mittelung der 
Werte fiir !/, und 4/; Kammertiefe auf Grund der Beziehung von Smolu- 
chowsky (s. Havemann, |.c.) die Absolutwerte der kataphoretischen 
Wanderungsgeschwindigkeit der Quarzteilchen relativ zur Lésung. 
Die derart erhaltenen Werte sind in Abhangig- 
keit vom pu fiir Apitoxin und Crotalotoxin 





in Abb. 3 dargestellt. 08\—+ am 

Von px 3 bis 5 und pu 9 bis 11 stérte 06} 
die Luft-CO, nicht, so daB ohne besonderen | 
Pufferzusatz allein mittels NaOH und HCl 
die pu-Werte eingestellt werden konnten. 





Zwischen pu 5 und 9 hingegen war eine zu- 
sitzliche Pufferung unumganglich. Wir ver- 





wendeten versuchsweise verschiedene Puffer- 
substanzen, wie sie auch von anderen 





Autoren bei Kataphoresemessungen ange- 
wendet worden sind!. Wir beobachteten 





hierbei, daB besonders Phosphat-? aber auch 
Boratpuffer eine Veranderung im elektro- 
chemischen Verhalten der beiden Toxine 


Teilstriche/Seh. 


hervorriefen, derart, das die hierbei be- 
obachteten Werte nicht mit den ohne diesen 
Pufferzusatz erhaltenen in Einklang ge- 
bracht werden konnten. Hier zeigte sich 





also der bekannte EinfluB der mehrwertigen 





Ionen. Zu guten Resultaten gelangten wir 0 Nam 
+ > > + ¢ ° 








bei der Verwendung von Bicarbonat als ~-4 
. j 
Puffersubstanz. - 4a}--++—_-—_-—+-¥\ 
. . ° > -Q3 + + } ; ; ry } 
Als Ergebnis dieser Untersuchungen er- pe | 
kennt man aus den in Abb. 3 dargestellten ad LL¥y 
‘ f ; 7 90 n 

Kurven das amphotere Verhalten der beiden oe a 8 0 

. - » H 
Substanzen. Auch die Form der Kurven steht > 2 


in volliger Ubereinstimmung mit solchen, wie 
sie bei klassischen Proteinen beobachtet worden sind. Aus den Schnitt- 
punkten der Nullinie der Wanderungsgeschwindigkeit ergeben sich 
die isoelektrischen Punkte der beiden Kérper. Der isoelektrische 
Punkt von Apitoxin liegt demnach bei px 8,7 + 0,2: der isoelek- 
trische Punkt von Crotalotoxin liegt bei 7,9 + 0,2. 

1 Z. B. neuerdings Theorell, diese Zeitschr. 285, 207, 1936. 2 Bei 
Untersuchungen an Bienengift: Micheel u. Jung, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 239, 217, 1936. 
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358 R. Havemann u. K. Wolff: 


Zur Kontrolle dieser mittels Kataphorese erhaltenen Kurven b 
versuchten wir durch Titration in der Weise, wie Ettisch und Schulz! al 
es bei Serumalbumin gezeigt haben, AufschluB iiber die Art und Menge w 
der in den beiden Kérpern enthaltenen dissoziierenden Gruppen zu ill 
erhalten. b 

Um aus den aus dem Darstellungsverfahren von Tetsch und Wol// be 
(l.¢.) vorliegenden Hydrochloriden die fiir die Titration geeigneteren gl 
elektrolytfreien K6érper zu erhalten, wurde der Versuch unternommen, U 
sie durch Elektrodialyse nach Ettisch und de Loureiro? von den Elektro- P 
lyten zu befreien. Die Elektrodialyse wurde sowohl zwischen Per- ™ 

G 


gamentpapiermembranen als zwischen Kollodium- 


Be Dial membranen ausgefiihrt. Nach 2!/,stiindiger Elektro- I 
} t de 





30 
cmYq ; dialyse konnte jedoch in der Fliissigkeit der Innen- 
25-+-+—_+—— i kammer nach Eindampfen auf dem Uhrglase kein Pi 
f Riickstand mehr festgestellt werden. Es ergab sich 
ot also, daB beide Toxine beide Arten von Membranen H 
SS quantitativ durchwandern. Aus diesem Verhalten 
2 as kann man auf verhaltnismaBig kleines Molekular- 
. gewicht schlieBen, das jedenfalls nicht iiber 10000 ; 
liegen diirfte. Auch Micheel und Jung (l.c.) haben on 
bei der Dialyse ihrer Viperngifte beobachtet, daB sich 7 
die Menge toxischer Substanz (ohne Anderung der de 
Toxiditat pro Gramm) im Innern des _ Dialyse- 
schlauches erheblich vermindert, wenn sie auch trotz- O 
Abb. 4. dem der Ansicht sind, daB ‘die spezifische toxische ; 
Substanz nicht dialysierbar ist. Bei der Elektrodia- E 
lyse ist der Dialysevorgang jedenfalls so sehr beschleunigt, daB es ge- Pi 
lingt, die gesamte Substanz in kurzer Zeit herauszudialysieren. Wir 1S 
waren aus diesem Grunde gezwungen, die Titration an den Lésungen 
ga 


der Hydrochloride auszufiihren. 

20 cem Toxinlésung, die 10,8 mg des Hydrochlorids enthielten, wurden 
in einer Glaselektrode mit Glasfrittbodenplatte*, durch die wahrend de1 
Messung zwecks Riihrung und Fernhaltung von CO, reiner Stickstoff 
strémte, mit steigenden Mengen n/100 NaOH versetzt. Hierbei wurde 
laufend py gemessen. Die auf cem n NaQH/g umgerechneten Ergebnisse 
dieser Messungen sind in Abb. 4 dargestellt. 


Bei Apitoxin wurde bei alkalischeren Werten als pu 8,3, bei Crotalo- 
toxin zwischen pu 7,5 und 8,3 — das ist im isoelektrischen Gebiet 
das Auftreten einer Triibung und teilweisen Ausfallung der Toxine 





! Ettisch u. Schulz, diese Zeitschr. 239, 48, 1931. — ? Ettisch u. de Lou- 
reiro, ebenda 266, 422, 1933. — ° Es wurde ein Gefa8 benutzt, wie es von 


Groscurth u. Havemann, diese Zeitschr. 279, 300, 1935, beschrieben wurde. 
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beobachtet. Infolge dieser verringerten Léslichkeit der beiden Proteine 
an ihren isoelektrischen Punkten wurde eine exakte quantitative Aus- 
wertung der gemessenen Titrationskurven nach E£ttisch und Schulz (1. ¢.) 
illusorisch. Man erkennt jedoch bei vergleichender Betrachtung der 
beiden Kurven, dag Apitoxin in gleicher Konzentration erheblich 
besser puffert als Crotalotoxin. Dies bedeutet, dali Apitoxin in der 
gleichen Menge Substanz mehr dissoziierende Gruppen enthalt als 
Crotalotoxin. Bei Beriicksichtigung des ,,saueren’ isoelektrischen 
Punktes von Crotalotoxin ergibt sich, daB Crotalotoxin méglicherweise 
weniger alkalische Gruppen hat als Apitoxin. Die Zahl der sauren 
Gruppen, die bei beiden Stoffen klein und etwa gleich ist, laBt sich zu 
1 bis 2 Mol je 5000 g Substanz abschatzen. Die Dissoziationskonstanten 
der sauren Gruppen liegen etwa bei p, = 5, die der alkalischen bei 
~p, = 9. 

In einer folgenden Mitteilung soll iiber weitere Untersuchungen mit 
Hilfe der Kataphorese berichtet werden. 


Zusammenfassung. 

1. Durch Kataphoresemessungen wurde aie amphotere Natur 
einer Fraktion von Apitoxin (Bienengift) und Crotalotoxin (Klapper- 
schlangengift) erwiesen. Diese Eigenschaft wird als wichtiges Kriterium 
der EiweiBnatur dieser Kérper angesehen. 

2. Der isoelektrische Punkt des Apitoxins liegt bei px 8,7, der des 
Crotalotoxins bei px 7,9. 

3. Durch Titration wurden die durch Kataphorese erhaltenen 
Ergebnisse tiberpriift. Apitoxin ist bei alkalischerer Reaktion als 
pu 8,3 schwer léslich. Crotalotoxin ist nur in der Umgebung seines 
isoelektrischen Punktes schlecht léslich. 

4. Beide K6rper dialysieren leicht durch Kollodium und _ Per- 
gamentpapier. 
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Beitrige zur Kenntnis des quantitativen Carotinwechsels 
der Laubblitter wihrend der Gesamtvegetation. 
Von 
N. T. Deleano und J. Dick. 
(Aus dem Laboratorium fiir analytische Chemie der Universitat Bukarest.) 
(Eingegangen am 4. Marz 19357.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Den jeweiligen Carotingehalt einer Pflanze zu kennen diirfte schon 
darum von Interesse sein, da der Wert einer Pflanze als Nahrungsmittel 
in enger Beziehung zu dem Provitamin-A-Gehalt steht, ganz abgesehen 
von der noch nicht einwandfrei aufgeklarten aber unzweifelhaft sehr 
wichtigen physiologischen Funktion dieses Provitamins im Pflanzen- 
leben. 

Vergleichende Messungen des Carotingehalts in griinen und herbst- 
lich vergilbten Blaittern wurden bereits von verschiedenen Forschern 
durchgefiihrt, wie von Kohl, Tswett, Willstatter, Goerrig, Horst, Heierl« 
und anderen. Die Ergebnisse dieser Messungen sind jedoch beziiglich 
des Carotingehalts der vergilbten Blatter nicht iibereinstimmend. Es 
ist noch ungeklairt, ob die Menge des Carotins in der nekrobiotischen 
Periode der Blatter im Verhaltnis zu dem Carotingehalt derselben 
Blatter im griinen Zustande unverandert bleibt, oder ob Speicherung 
bzw. Schwund in Frage kommt. 

Um diese Frage einer Aufklirung naherzubringen, beschrankten 
wir uns in vorliegender Arbeit nicht nur darauf, den Carotingehalt des 
griinen und herbstlich vergilbten Laubes zu untersuchen, sondern 
fiihrten vom Beginn der Entwicklung bis zum Absterben, also wahrend 
der Gesamtvegetation, zahlreiche Bestimmungen, und zwar im Laube 
det Bruchweide (Salix fragilis), durch. Gleichzeitig wurden vergleichende 
Messungen des Carotinwechsels in je einer Bruchweide mit mannlichen 
Bliiten einerseits und mit weiblichen Bliiten andererseits ausgefiihrt, 
um die Frage der unterschiedlichen sekundaren Geschlechtsmerkmale 
im Pflanzenreich mit einem bescheidenen Beitrag zu fordern. Uber den 
Chlorophyllwechsel im Laube zweihausiger Pflanzen berichteten wir 
vor kurzem (1). 

Die Bestimmung des Carotins wurde bisher stets kolorimetrisch 
durchgefiihrt. Da aber die wahrend des Vergilbungsprozesses sich 
bildenden wasserléslichen Farbstoffe das kolorimetrische Verfahren 
ungenau gestalten, muB eine Methode angewendet werden, die diese 
Fehlerquelle ausschaltet. Wir benutzten das von uns in dieser Zeitschrift 
beschriebene maBanalytische Verfahren (2), das eine Carotinbestimmung 
ohne Standardlésung erméglicht, verhaltnismaBig genau und von den 
wasserléslichen Farbstoffen unabhangig ist. Zu diesem Verfahren 
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wollen wir noch folgendes bemerken: Wir stellten inzwischen fest, daB 
die Oxydation des Carotins auch in der Kalte vorgenommen werden 
kann. In diesem Falle benutzt man den Faktor 3,49. Die Oxydation 
in der Kalte wird folgendermaBen ausgefiihrt : 


o 

Man nimmt das Carotin in 5 bis 10cem Eisessig auf, achtet auf voll- 
standige Lésung, bringt in einen Erlenmeyer-Kolben, fiigt 10 cem Wasser 
hinzu, dann einen Uberschu8 an n/100 K,Cr,O, (5 bis 20 cem) und sehlieBlich 
etwa 5eem konz. HCl. Man laBt das Gemisch 20 Minuten unter 6fterem 
Umschiitteln stehen, fiigt etwa 50 ccm Wasser hinzu, dann 0,1 ¢ KJ und 
titriert das ausgeschiedene Jod mit einer n/100 Na,S,O,-Lésung zuriick. 
Die Einstellung der Lésungen geschieht in jedem Falle unter denselben 
Bedingungen, unter denen die eigentliche Bestimmung ausgefiihrt wird. 
Man bringt zu diesem Zweck genau soviel Eisessig (5 bis 10 cem), wie zur 
Aufnahme des Carotins diente, in einen Erlenmeyer-Kolben, fiigt soviel 
Wasser, n/100 K,Cr,O, und konz. HCl zu, wie bei der Ausfiihrung der 
eigentlichen Bestimmung von jeder dieser Lésungen verwendet wurde. 
Nach 20 Minuten wird mit 50 cem Wasser verdiinnt, mit KJ versetzt und 
auf n/100 Na,S8,O, eingestellt. Die Oxydation vollzieht sich in der Kalte 
weit weniger vollkommen als in der Hitze. Der ermittelte Faktor ist 3,49. 
Wahrend der Faktor 1,0316 (Oxydation in der Hitze) einem Sauerstoff- 
aiquivalent von 32,5 entspricht, verbraucht Carotin in der Kalte nur etwa 
10 Mole Sauerstoff. Mit Sicherheit diirfte wohl nur die Bildung der 4 Mole 
CH,COOH angenommen werden. Die verbrauchte Sauerstoffmenge, mit 
3,49 multipliziert, ergibt direkt den Carotingehalt. Die Oxydation in der 
Kalte ist in allen Fallen vorzuziehen, da sie das Verfahren um vieles ver- 
einfacht und die Ergebnisse besser tibereinstimmen. 

Die Bestimmung des Carotins erfolgte parallel mit der des Chloro- 
phylls (3). Das Laub wurde zur selben Zeit und in derselben Weise wie 
hierbei gesammelt. Die Trennung des Carotins vom Chlorophy!! und Xantho- 
phyll wurde nach dem von uns in dieser Zeitschrift veréffentlichten Ver- 
fahren (4) durehgefiihrt. 

Aus Tabelle I sind die Analysenergebnisse der Carotinbestimmungen 
im Laube einer Bruchweide mit mannlichen Bliiten, aus Tabelle IT die 
einer Bruchweide mit weiblichen Bliiten ersichtlich. 

Tragt man die Vegetationszeit in Tagen auf die Abszisse und die 
Carotinmengen in mg fiir je 100 Bldtter auf die Ordinate auf, so erhalt 
man die Kurven der umstehenden Abbildung. Daraus ist ersichtlich, 
daB die Speicherung des Carotins etwa 70 Tage anhalt. Die Menge des 
Carotins nimmt wahrend dieses Zeitraums regelmaBbig zu. Nachdem 
das Blatt véllig ausgewachsen ist, bleibt die Carotinmenge bis zum Ende 

r . oe . . . . . Pal 
der Vegetation unverdndert. Dies bezieht sich sowohl auf die ¢ als 
auch auf die @ Bruchweidenblatter. Die Kurven zeigen weiterhin, dab 
die vollentwickelten Blatter einer Bruchweide mit mannlichen Bliiten 
bedeutend, und zwar um etwa ein Viertel mehr Carotin enthalten, als die 
einer Bruchweide mit weiblichen Bliiten, was ohne weiteres erklarlich 
scheint, da erstere gréBer und daher schwerer sind als die letzteren. 

Entwirft man mittels den auf 100g Frischsubstanz berechneten 
Zahlen je eine Kurve, so ergibt sich aus dieser vor allem eine unregel- 























362 N. T. Deleano u. J. Dick: 
Tabelle I. il 
Carotingehalt der co Bruchweidenblatter auf 100g Frisch- s¢ 
substanz und 100 Blatter berechnet. - 
Frische Blatter Gefunden Carotin n 
_ Tage der Aussehen in 100g 2 
Nr Datum regetation | der Biaiter oF: Frisch- ‘ 
Vegetation der Blatter Stiick g Total betes 100 Bluttern 
1933 mg mg mg RB 
1/27. IW. hellgrin 600 24,0 | 062 26 0,10 b 
2 3. Vv. 6 7 300 15,5 1,02 6,58 0,34 
oi tis OS, 14 s 300 =. 33,0 2,14 6,5 0,71 C 
4120. V. 23 griin 200 22,2 1,78 7.8 0,87 ; 
5 a WY, 36 o 200 19,8 2,98 15.0 1,49 aC 
Chet. AE 51 ne 200 | 29.0 4,17 14,37 2,08 Kk 
7| 80. VL| 64 200 316 468 14,8 2,34 ‘ 
8 | 12. VII. 76 e 200 | 35,5 4,95 13,94 2,48 
9 || 26. VII. 90 = 200 31,0 4,64 14,97 2,32 el 
10 9. VIII. 104 _ 200 =31,0 4,87 15,7 2.44 n 
11 || 23. VII. 118 x 200 =31,4 4.63 14,74 2,31 k 
12 es % 132 a 200 =32,0 4,78 14,9 2,39 | 
18 20. IX.) 146 i 200 325 4,75 14,6 2,38 di 
14 4. A: 160 a 200. | 32.2 4,86 15,1 2,43 
16°26. OK. 184 gelbgrin ~200 31,0 4,60 14,8 2,30 
16.) 2B RA 193 gelb 200 3=40,5 4,50 183 2,25 
Tabelle IT. h 
Carotingehalt der 2 Bruchweidenblatter auf 100g Frisch- 
substanz und 100 Blatter berechnet. 
_ b 
Frische Blatter Gefunden Carotin v 
” : Tage der Aussehen in 100g G 
Nr. Datum fantation \ita pares : = Frisch- i . 
ne arene Stiick u Total Fo el 100 Blittern 
1933 mg mg mg ‘ 
li 
1 27. IV. — | hellgrin 600 266 | 0,73 2,74 0,12 B 
2 3. ¥. 6 300 13,5 | -0,82 6,1 0,27 
8| 6. VY. 9 : 300 24,5 1,24 = 5,05 0,41 - 
ele Nae a 23 griin 200 | 15,5 1,40 9,0 0,70 
eR i Mae 29 200 | 12,5 1,67 13,36 0,83 
6 a VL 36 200 16,5 | 2,39 14,5 1,20 al 
a we 51 ss 200 | 21,5 3,01 14,0 1,51 hi 
8 1 80. VIL 64 = 200 = =25,0 3,61 14,4 1,80 
9. 32. VIE. 76 ‘ 200 26,6 3,30 12,4 1,65 t 
10 || 26. VII. 90 ‘a 200 24,3 3,38 13,9 1,69 
11 9. VIII. 104 et 200 26,0 3,50 13,46 1,75 
12 || 28; VOL. 118 a 200 24,0 3,71 15,46 1,86 
13 6: 132 z 200 24,0 3,47 14,44 1,73 sé 
14 120. 3X. 146 z 200 24.5 3,46 14,1 1,78 4 
15 ’ ake 160 » 200 = 25,0 3,80 15,2 1,90 hi 
16:1} 18..- 174 x 200 = 23,5 3.75 15,95 1,87 he 
17 G.-.. dek: 193 gelbgrin 200 | 23,5 3,67 15,6 1,84 
18} 13. XI. 200 gelb 200 29,5 3,58 12,1 1,79 
miaBigere Speicherung des Carotins, die in beiden Fallen ( und @Q) 
nur etwa 35 Tage anhalt. Nachher wiirde die Menge des Carotins in 
beiden Fallen etwa 150 Tage hindurch unverandert bleiben, um sich 
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in den letzten 10 bis 15 Tagen zu vermindern. Ebenso wiirden sich die 
so erhaltenen Kurven decken, d. h. Bruchweidenblatter mit mannlichen 
und weiblichen Bliiten hatten stets denselben Carotingehalt. Es soll 
noch bemerkt werden, daB die Schwankungen in diesem Falle bedeutend 
gréBer sind als bei der Berechnung auf 100 Blatter. 

Die am Laube einer Silberpappel mit mannlichen bzw. weiblichen 
Bliiten angestellten Versuche bestatigten simtliche bei der Bruchweide 
beobachteten Erscheinungen. 








Vergleicht man Chlorophyll- und zB — 
' : . v Y 
Carotingehalt der Bruchweidenblatter, 24 oe... a 
so ergibt sich, daB das Laub in beiden 24 +++ — sate 
ye > é | y; 4 
Fallen (o und 9) seinen Héchstgehalt 16} rf fone, : 


an Chlorophyll und Carotin gleichzeitig 
erreicht: in der nekrobiotischen Phase 





nimmt dann das Chlorophyll — wie be- 








kannt — rasch ab, wahrend die Menge 92% -@ WW @ @ W 10 0 QWlope 


des Carotins unverandert bleibt. Abb. 1. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird der jeweilige Carotingehalt der c' und 2 Bruchweiden- 
blatter wahrend ihrer Gesamtvegetation quantitativ gemessen. 

2. Die Speicherung des Carotins halt in den o und 2 Bruchweiden- 
blattern etwa 70 Tage an. In dem ausgewachsenen Blatt bleibt die 
Menge des Carotins in beiden Fallen (c' und 2) innerhalb kleiner 
Grenzen bis zum Ende der Vegetation unverdndert. 

3. Die véllig entwickelten Blatter einer Bruchweide mit mann- 
lichen Bliiten enthalten etwa ein Viertel mehr Carotin als die einer 
Bruchweide mit weiblichen Bliiten. 

4. Mittels der auf 100g Frischsubstanz berechneten Zahlen erhalt 
man Kurven, die zu keinen folgerichtigen Schliissen fiihren. 

5. Die Berechnung der Analysenergebnisse auf 100 Blatter fiihrt 
auch in diesem Falle zu SchluBfolgerungen, die dem wahrscheinlichen 
biologischen Ablauf der Lebenserscheinungen der Pflanze Rechnung 


tragen. 


Literatur. 
1) N. 7. Deleano u. J. Dick, diese Zeitschr. 289, 320, 1937. — 2) Die- 
selben, ebenda 259, 110, 1933. -— 3) Dieselben, ebenda 279, 49, 1935. 


4) Dieselben, ebenda 259, 110, 1933. Es soll noch bemerkt werden, dab 
hier auf S. 113, letzte Zeile. folgzendermaBen zu erginzen ist: ..and wieder- 
holt das Extrahieren mit Petrolaither, bis derselbe farblos wird". 

















Einflu6b des C-Vitamins auf den kolloidosmotischen Druck 
und den EiweiBgehalt des Blutserums. 
Von 
Ivan Garta. 
(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 11. Mdrz 1937.) 


Die an skorbutkranken Meerschweinchen ausgefiihrten Gas- 
wechseluntersuchungen zeigten, daB im Verlauf des Skorbuts der 
Grundstoffwechsel der Tiere héher als normal ist, auf Verabreichung 
von C-Vitamin jedoch auf den normalen Wert zuriicksinkt [Mosonyi 
und Rigd (1)|. Weiterhin sinkt der C-Vitamingehalt nach den Unter- 
suchungen von Mosonyi (2), Plaut und Biilow (3), Demol und Ippen (4) 
auf Thyroxinwirkung der Leber und der Nebennieren betrachtlich. 
Andererseits ging aus den Arbeiten von Bessesen (5), Lopez-Lomba und 
Randoin (6), Marine, Bawmann und Rosen (7) hervor, daB sich die 
Schilddriise im Verlauf des Skorbuts in hohem Mae vergr6Bert. Die 
histologischen Untersuchungen der letzteren Autoren berichten iiber 
eine ausgesprochene basedowartige Hyperplasie der Schilddriise. Auf 
Grund dieser Versuchsergebnisse konnte gefolgert werden, daB die im 
Verlauf des Skorbuts eintretende Steffwechselsteigerung nebst anderen 
Skorbutsymptomen in dem zwischen Thyroxin und C-Vitamin_be- 
stehenden Antagonismus ihre Erklarung finden, d.h. ein grofer Teil 
der Skorbutsymptome ist auf die infolge des C-Vitaminmangels eintretende 
Thyreoideahyperfunktion zuriickzufiihren {Mosonyi (8)]. In Uberein- 
stimmung mit dieser Feststellung stehen die neuesten Versuchsergebnisse 
von Euler und Malmberg (9), nach welchen bei skorbutkranken Meer- 
schweinchen schwere Anémie und Leukopenie auftreten, ferner die 
Untersuchungen von Aszddi (10), welcher neben Anadmie und Leuko- 
penie auch Lymphocytose (Basedowsches Blutbild) nachwies. 

Der Zusammenhang der Schilddriisenfunktion mit dem Wasser- 
haushalt des Organismus ist bekannt. Oelkers (11) und Meyer (12) 
konnten an Kaninchen bzw. an normalen Menschen auf Thyreoidin- 
verabreichung eine Verminderung des kolloidosmotischen Druckes des 
Serums nachweisen. Ferner beobachtete Kylin (13) bei 14 Basedow- 
kranken eine der Dysthyreosis proportionale Verminderung des kolloid- 
osmotischen Druckes des Blutserums, die im Mittelwert 13,4 °%, betrug. 
Derselbe Autor fand bei myxoedematiésen Kranken auf Verabfolgung 
von Thyreoidin eine Riickkehr des haufig sehr hohen kolloidosmotischen 
Druckes (455 bis 500mm H,QO) auf das normale Niveau (im Mittel: 
337 mm H,0O). Labbé, Nepveux, Ornstein (14) ermittelten ferner eine 
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gewisse Verminderung des BluteiweiBgehaltes von Basedow- und 
hyperthyreotischen Kranken. 

Auf Grund der hier angefiihrten Versuchsergebnisse erschien es 
sehr wahrscheinlich, daB im Verlauf des Skorbuts, sofern die Aktivierung 
der Thyreoidea zustande kommt, dieser Umstand voraussichtlich auch 
auf den kolloidosmotischen Druck des Blutserums und auf das Eiweil- 
bild des Blutes einen EinfluB ausiibt. Aus diesem Grunde untersuchten 
wir in unseren gegenwartigen Versuchen einerseits an skorbutischen 
Meerschweinchen, inwiefern der (C-Vitaminmangel, andererseits an 
Normaltieren, wie gesteigerte C-Vitaminverabfolgung auf den kolloid- 
osmotischen Druck und das BluteiweiBbild einwirkt. Die Versuche 
fiihrten tatsichlich zu dem Ergebnis, daB im Verlauf des Skorbuts sich 
der kolloidosmotische Druck des Serums dem Normalwert geqeniiber um 
18,9°, verminderte. Nach Verabreichung von C-Vitamin in gesteigertem 
MaBe an Normaltiere konnte jedoch eine bedeutende Erhéhung desselben 
erzielt werden. Auch die Verinderungen des BluteiweiBbildes (Albumin- 
Globulinquotient) verhalten sich im allgemeinen im gleichen Sinne. 


Methodik. 


Wir benutzten junge, ausgewachsene Meerschweinchen von 200 bis 
500 g Gewicht. Zur Skorbutisierung der Tiere verwandten wir die nach 
Scheunert-Tillmanns (15) zusammengestellte Diat. Nach 4 bis 5 Wochen, 
als die Skorbutsymptome bereits ausgebildet waren, wurden die Tiere 
getétet und das Blut untersucht. Zur Untersuchung der Wirkung der ge- 
steigerten C-Vitaminverabfolgung erhielten die bei Hafer und Kraut- 
blattern gehaltenen Tiere 5 Tage lang taglich zweimal je 75 mg Ascorbin- 
saure. 

Der kolloidosmotische Druck wurde mit dem Apparat von Arogh (IJ) (16) 
gemessen. Die Bestimmung des Gesamteiweibes erfolgte mittels des A bide- 
schen Refraktometers. AuSerdem bestimmten wir mit einer nephelo- 
metrischen Methode [Rusznyak (17)] das Verhaltnis des Serumalbumins 
und -globulins (Albumin-Globulinquotient), weil nach Sérensen (18), 
Mayrs (19) und Farkas (20) die Veranderungen des kolloidosmotischen 
Druckes nicht mit den Verainderungen des GesamteiweiBgehaltes des Blutes 
in engem Zusammenhang stehen, sondern sich nach dem Albumin-Globulin- 
quotienten richten. 

Versuchsergebnisse. 

Der kolloidosmotische Druck ergab bei normalem Tier (Tabelle 1) 
im Mittelwert 325 mm H,O, auf 1 % EiweiBgehalt des Serums reduziert 
58mm H,0O. Der GesamteiweiBgehalt des Serums betrug 5,5°%), der 
Mittelwert des Albumin-Globulinquotienten jedoch 1,35. Andere 
Autoren beobachteten mit abweichendem Verfahren etwas niedrigere 
Werte des kolloidosmotischen Druckes bei Meerschweinchen als wir; 
so Landis (21) mit dem Mayrsschen Apparat 225 bis 227mm H,0, 
Kylin und v. Pein (22) mit der Schade-Kylinschen Methode 240 bis 
250 mm H,O. Auch nach den Untersuchungen von Codounis (23) ist 
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Tabelle I. Normale Meerschweinchen. 





Auf 1%/o 
. , Eiweifgehalt 
Kolloid- reduzierter Gesamt- Albumin- 
Tier Tiergewicht osmotischer kolloid- RiweiBgehalt Globulin. 
, oe osmotischer des Serums quotient 
bebocllle ‘ Druck 
Nr. g mm H,0O mm H,0 0/5 
1 350 356 58 6,05 1,45 
2 405 349 59 5,88 1,39 
3 317 333 65 5,05 1,39 
4 280 331 5D 6,00 1,57 
5 390 328 62 5 27 1,36 
6 420 324 57 5,62 1,36 
7 410 319 58 5,45 1,35 
{ 400 310 54 5,64 1,35 
1] 390 304 60 5,04 1,25 
10 320 301 58 5,12 1.24 
Mittelwerte: 325 58 5,51 1,35 


der BluteiweiBgehalt des normalen Meerschweinchens kleiner als der 
des Menschen, der Albumin-Globulinquotient dagegen stimmt mit dem 
des Menschen iiberein, d.h. der Albumin-Globulingehalt des Meer- 
schweinchenblutes steht mit dem des menschlichen Blutes in gleichem 
Verhaltnis. Unsere eigenen Normalwerte stimmen mit denen von 
Codounis vollkommen iiberein. 

Die enge Beziehung, welche zwischen dem_ kolloidosmotischen 
Druck des Serums und dem Albumin-Globulinquotienten besteht, geht 
aus der Vergleichung der Werte der ersten und vierten Kolonne klar 
hervor. In beiden Spalten sind die Werte in absinkender Reihenfolge 
angefiihrt. Mit der Verminderung des kolloidosmotischen Druckes 
sinkt auch der Wert des Albumin-Globulinquotienten. Ein enger 
Zusammenhang zwischen dem _ kolloidosmotischen Druck und dem 
GesamteiweiBgehalt (dritte Spalte) kann jedoch nicht nachgewiesen 
werden. 

Der kolloidosmotische Druck von skorbutkranken Meerschweinchen 
(Tabelle Il) ergab im Mittelwert 262mm H,O, was gegeniiber dem 
normalen Wert von 325mm H,O einer 18,9%igen Verminderung 
entspricht. Der auf 1°% EiweiBgehalt reduzierte Wert des kolloid- 
osmotischen Druckes entspricht jedoch im Mittelwert 44mm H,0. 
Dieser Wert ist gegeniiber dem 58mm H,O betragenden Mittelwert 
um 24°, niedriger. 

Der GesamteiweiBgehalt des Serums zeigt im Verlauf des Skorbuts 
ziemlich starke Schwankungen. Unter den untersuchten zehn Tieren 
sank in zwei Fallen (Nr. 3 und 7) der GesamteiweiBgehalt des Serums 
unter den normalen Wert, in drei Fallen (Nr. 6, 8, 10) war er dagegen 
héher als normal. Im Mittelwert ergab der GesamteiweiBgehalt des 
Serums 5,77 %, was mit dem Normalwert ungefahr iibereinstimmt. 
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Tabelle Il. Skorbutkranke Meerschweinchen. 





Auf 1%» 


Tiergewicht Kolloid- Eiweifgehalt 

a naae} ceca osmotischer Teduzierter _Gesamt- Albumin 

lier zu Anfang zu Ende Druck an Fiweibgehalt Globulin- 

der Versuche der Versuche “es Serums Druck ‘ des Serums bi ay 

Nr. gz g mm H,O mm H,0 0; 

1 210 180 284 48 5,88 1,10 
2 400 370 281 45 6,12 1,08 
3 420 380 276 64 4,29 1,05 
+ 450 410 273 45 5,97 1,00 
5 320 280 267 44 6,04 0,94 
6 200 165 265 36 7,23 0,94 
7 470 450 250 57 4,34 0,90 
8 480 460 248 33 7,41 0,86 
9 470 420 244 42 5,68 0,80 
10 212 180 233 34 6,76 0,76 
Mittelwerte: 262 44 5,77 0,94 


Eine wesentliche Verminderung (30,3 °,,) zeigte jedoch der Albumin- 
Globulinquotient beim experimentellen Skorbut verglichen mit dem 
Normalwert. Diese Erscheinung steht im Einklang mit dem _ ver- 
minderten kolloidosmotischen Druck des Serums im Verlauf des Skor- 
buts. Rosenkranz (24) konnte im Blutserum von an JV/déller- Barlowscher 
Krankheit leidenden Kindern und Corda (25) an skorbutkranken Meer- 
schweinchen ebenfalls eine Verminderung des Albumin-Globulin- 
quotienten nachweisen. Beide Autoren beobachteten dabei eine gering- 
fiigige Verminderung des GesamteiweiBbes. Auf Grund unserer Versuchs- 
ergebnisse la8t diese im Verlauf des experimentellen Skorbuts ohne 
Verainderung des GesamteiweiBgehalts eintretende Verminderung des 
Albumin-Globulinquotienten darauf schlieBen, daB sich das Serum- 
albumin beim Skorbut ebenfalls vermindert, dagegen eine Globulin- 
vermehrung eintritt. 


In unserer letzten Versuchsreihe untersuchten wir die Wirkung der 
gesteigerten C-Vitaminverabreichung auf den kolloidosmotischen Druck 
und das BluteiweiBbild des Serums von normalen Meerschweinchen 
(Tabelle III). Die mit C-vitaminreichen Krautblattern und Hafer 
gefiitterten Tiere erhielten 5 Tage lang taglich zweimal je 75 mg Ascorbin- 
siure, worauf sich der kolloidosmotische Druck im Mittelwert auf 
440 mm H,O erhéhte, was dem normalen Mittelwert gegeniiber eine 
Steigerung von 34% bedeutet. Dagegen zeigte der auf 1% Eiweib 
reduzierte kolloidosmotische Druckwert praktisch keine Veranderung: 
der Grund hierfiir ist darin zu suchen, daB infolge der gesteigerten 
C-Vitaminverabfolgung der GesamteiweiBgehalt des Blutes im Vergleich 
zum normalen Blut ebenfalls um 31° anwuchs (im Mittelwert von 
5,51 auf 7,08%). Ebenso zeigte auch der Wert des Albumin-Globulin- 
quotienten eine Erhéhung, er stieg im Mittel von 1,35 auf 2.04 
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Tabelle III]. Mit Vitamin C behandelte Normaltiere. 





Auf 1 9), 
“olloid Ei weibgehalt 
. _ roe . reduzierter Gesamt- Albumin- 
Tier Tiergewicht "beaek xg on Eiweifigehalt Globulin- 
smotischer 
dee Serams 0 pers 161 des Serums quotient 
Nr. g mm H,O mm H,0 0', 
1 420 417 59 6,97 1,90 
2 400 425 60 7,00 1,95 
3 450 445 62 7,12 2,00 
4 460 451 63 7,15 2,10 
5 380 463 64 7,17 2.28 
Mittelwerte: 440 61 7,08 2,04 


(53%) an. Dieser Umstand diirfte in erster Linie die Folge der Ver- 
mehrung des Serumalbumins sein. Nach den Untersuchungen von 
Schneider und Widmann (26), ferner von Béger und Schréder (27) diirtte 
auch die Verminderung der Globulinfraktion eine Rolle spielen, da 
diese Autoren nach C-Vitaminverabreichung an kranke Menschen eine 
bedeutende Verminderung des Globulingehalts des Blutes nachweisen 
konnten. 


Die Wirkung des C-Vitamins auf den kolloidosmotischen Druck 
des Serums und das BluteiweiBbild wird besonders auffallend, wenn 
man bei skorbutkranken und in gésteigertem Mae mit C-Vitamin 
behandelten Tieren die Werte des kolloidosmotischen Druckes und des 
Albumin-Globulinquotienten miteinander vergleicht. Wahrend C-Vita- 
minmangel eine Verminderung des kolloidosmotischen Druckes herbei- 
fiihrt, tritt durch gesteigerte Verabreichung von C-Vitamin eine Er- 
héhung ein; die Verminderung ist bei Reduktion auf 1 %, EiweiBgehalt 
auch bei skorbutkranken Tieren nachzuweisen,; doch ist die Erhéhung 
nach Verabfolgung von C-Vitamin in den auf 1%, EiweiB reduzierten 
Werten nicht erkennbar, weil im Blute der letzteren Tiere der Gesamt- 
eiweiBgehalt erhéht ist. Es steht jedoch, wie wir bereits oben erwahnten, 
die Verainderung des kolloidosmotischen Druckes mit dem Albumin- 
Globulinquotienten im engen Zusammenhang. Die Veradnderungen 
dieses Quotienten bei skorbutkranken und bei vitamin-C-behandelten 
Tieren verhalten sich umgekehrt zueinander, insofern namlich beim Skor- 
but die Verminderung der Albuminfraktion mit Globulinvermehrung, 
bei C-Vitaminverabfolgung aber die Albuminvermehrung mit der 
Verminderung der Globulinfraktion einhergeht, d.h. wahrend der 
Skorbuterkrankung ist der Albumin-Globulinquotient niedriger als 
normal, bei C-Vitaminverabfolgung zeigt er einen héheren Wert. Es 
kann daher mit Recht angenommen werden, daf die einesteils nach 
C-Vitaminmangel, andernteils nach gesteigerter Verabfolgung von C-Vita- 
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min sich zeigenden Verdnderungen des Albumin-Globulinquotienten und 
infolgedessen des kolloidosmotischen Druckes auf die Wirkung desselben 
Mechanismus (Thyroxin-C-Vitaminantagonismus) zuriickzufiihren sind. 


Zusammenfassung. 


Es wurden bei skorbutkranken bzw. normalen, in gesteigertem 
MaBe mit Vitamin C behandelten Meerschweinchen der kolloidosmotische 
Druck, der GesamteiweiBgehalt und der Albumin-Globulinquotient des 
Serums bestimmt. 

Im Verlauf des Skorbuts tritt eine Verminderung des _ kolloid- 
osmotischen Druckes und des Albumin-Globulinquotienten ein. Im 
Gesamteiweibgehalt konnte keine charakteristische Veranderung beob- 
achtet werden. Dagegen erhéhen sich auf gesteigerte C-Vitaminverab- 
reichung der kolloidosmotische Druck sowie der Albumin-Globulin- 
quotient und der GesamteiweiBgehalt des Serums. 

Die wihrend des Skorbuts bzw. auf gesteigerte Vitamin-C-Verab- 
reichung eintretenden Verainderungen im kolloidosmotischen Druck und 
im BluteiweiBbild des Serums werden auf den zwischen Thyroxin und 
C-Vitamin bestehenden Antagonismus zuriickgefiihrt. 


Die unter Leitung des Herrn Priv.-Doz. Dr. Johann Mosonyi ausgefiihrte 
Arbeit wurde durch Unterstiitzung der ,,Széchényi-Wissenschaftliche 
Gesellschaft zur Férderung der ungarischen naturwissenschaftliche For- 
schung’’ ermégiicht. 
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Der Abbau des Histidins 
und anderer Imidazole durch Ascorbinsaure '’. 


Von 
S. Edlbacher und A. von Segesser. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 15, Mdrz 1937.) 


Gemeinsam mit J. Kraus konnte der eine von uns (Hdlbacher) im 
Jahre 1928 zeigen?, daB von allen Aminosauren das Glykokoll in ganz 
spezifischer Weise bei Gegenwart von Brenzcatechin oder Adrenalin auf 
katalytischem Wege oxydativ desaminiert wird, und daB dabei als 
Endprodukte Ammoniak, Formaldehyd und Kohlensiure auftreten. 
K. Barrenscheen® untersuchte dann den genaueren Verlauf der Reaktion 
und fand dabei, daB Glyoxylsiure als Intermediarprodukt dieser 
teaktion entsteht. Die eigentiimliche Spezifitat, welche alle Brenz- 
catechinderivate zeigen, in ganz auswahlender Weise den oxydativen 
Glykokollzerfall zu katalysieren, ist bemerkenswert, wenn dariiber auch 
bis jetzt nur mit groBer Vorsicht physiologische SchluBfolgerungen 
gezogen werden kénnen. Immerhin ist der Gedanke naheliegend, dal 
ein Teil der physiologischen Bedeutung des Adrenalins in diesen ode 
aihnlichen Reaktionen begriindet liegt, indem die Brenzcatechingruppe 
dieses Hormons durch Ubergang in das Chinon als Oxyvdationskataly- 
sator wirken kann. Méglicherweise kénnte in der Zelle das Adrenalin, 
als Wirkungsgruppe gebunden an einen kolloiden Trager, auf diese Art 
eine viel intensivere Wirkung entfalten, als sie bei den einfachen von 
uns durchgefiihrten Modellversuchen zu beobachten ist. Der all- 
gemeine Abbau der Aminosauren in der Zelle, der zum gréBten Teil auf 
oxydativem Wege durchgefiihrt wird, ist nach den Untersuchungen 
von Krebs, London und Neber in Leber, Niere und Darmschleimhaut 
auf eine strukturgebundene oxydativ wirkende Desaminase zuriick- 
zufiihren. Es sind aber nur die einfacheren Aminosauren wie Alanin, 
Leucin usw., die auf diesem Wege oxydativ desaminiert werden, wahrend 
fiir die komplizierter gebauten Aminosduren wahrscheinlich andere 
Gesetze des biologischen Abbaues bestehen. In Verfolgung des Problems, 
der Abbau von Aminosauren, hat der eine von uns (Edlbacher) in einer 
teihe von Untersuchungen zeigen kénnen, daB das Histidin in dieser 
Hinsicht eine ganz besondere Ausnahmestellung einnimmt, indem diese 


' Otto von Firth zum 70. Geburtstage. * Zeitschr. f. physiol. Chem. 
178, 239, 1928. — * Ebenda 220, 57, 1933. 
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Aminoséure der oxydativen Desaminierung absolut widersteht und 
durch ein in der Leber aller héheren Tiere auftretendes Enzym, die 
sogenannte Histidase, auf hydrolytischem Wege abgebaut wird!. Bei 
diesem hydrolytischen Abbau kommt es zu einer Aufspaltung des 
Imidazolringes, und man kann auf chemischem Wege das Spaltprodukt 
als optisch aktive Glutaminsiaure isolieren. In dieser Hinsicht steht die 
Reaktion in Analogie zu der von Krebs? nachgewiesenen Aufspaltung 
des Prolins, nur handelt es sich im letzteren Falle um eine oxydative 
Ringspaltung. Endlich muB in diesem Zusammenhang noch erwahnt 
werden, daB die dem Histidin so nahe verwandte Aminosaure, das 
Arginin, ebenfalls in der Hauptmenge durch die namentlich in der 
Leber auftretende Arginase auf hydrolytischem Wege in Harnstoff und 
Ornithin zerlegt wird*. Wegen der enormen biologischen Bedeutung, die 
das Histidin als unentbehrliche Aminosadure im Stoffwechsel einnimmt, 
haben wir nun nach Abbauwegen des Histidins gefahndet, die uns 
einen Einblick in den enzymatischen Abbau dieser Aminosaure ge- 
wihren kénnen. Die enge Beziehung zwischen hydrolytischen Vor- 
gingen und den Oxydoreduktionsprozessen fiihrten uns dazu, die- 
jenigen Stoffe mit dem Histidin in Reaktion zu bringen, die als biologische 
Oxydoreduktionssysteme Bedeutung haben. Wir untersuchten also in 
dieser Hinsicht den EinfluB der Ascorbinséure auf die Desaminierung 
des Histidins und konnten eine deutlich meBbare Ammoniakbildung 
nachweisen, wenn man ein Gemisch von Histidin und Ascorbinsaure 
bei 38° mit Sauerstoff behandelt. Die gebildeten Ammoniakmengen sind 
aber sehr gering. Nun beschaftigten wir uns gemeinsam mit A. Zeller 
schon seit lingerer Zeit mit dem biologischen Abbau des Decarboxy- 
lierungsproduktes des Histidins, dem Histamin. Die von vielen Autoren 
nachgewiesene Histaminase findet sich in sehr aktiver Form auber 
anderen Organen in den Nieren. Die mit A. Zeller durchgefiihrten 
Untersuchungen dieses Enzyms zeigten uns, dai diese Histaminase 
ein sehr spezifisch wirkendes Oxydationsferment vom Hdmintypus sein 
muB, denn das Histamin wird bei Behandlung von Nierenextrakt und 
Sauerstoff unter Ammoniakbildung zerlegt, und es handelt sich dabei 
um eine Reaktion, die durch Blausiure vollkommen hemmbar ist. 
Dabei laBt sich ein Spaltprodukt des Histamins in Form eines schén 
kristallisierenden Dinitrophenylhydrazons isolieren. Wir werden an 
anderer Stelle iiber den genauen Mechanismus dieser enzymatischen 
Reaktion in nachster Zeit noch berichten. Der Hinweis, dab ein Hamin- 
ferment den Imidazolring oxydativ spaltet, fiihrte uns nun zu dem 
Gedanken, die Einwirkung der Ascorbinsaure auf das Histidin in ahn- 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 157, 106, 1926; 191, 225, 1930; 195, 267, 
1931; 224, 261, 1934. - 2 Biochem. J. 29, 2077, 1935. — #2 Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 242, 253, 1936; 245, 65, 1936. 
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licher Weise zu katalysieren. Die Vermutung erwies sich als richtig. Setzt 
man einem Gemisch von .Histidin und Ascorbinséiure bei Gegenwart 
von Phospbatpuffer px 7,0 geringe Spuren von Ferrisulfat oder Hamin 
zu und durchstr6mt man die Lésung mit Sauerstoff bei 38°, so erhalt 
man bei nachherigem Alkalisieren einen manchmal bis zu 80 % gehenden 
Abbau des Histidins, indem ein Stickstoffaquivalent bei der Folinschen 
Ammoniakbestimmung, d.h. beim Alkalisieren der Lésung mit Soda 
bis zur Phenolphthaleinrétung, abgespalten wird. Alkalisiert man die 
Reaktionslésung aber von vornherein mit Natronlauge, so erhalt man 
genau die doppelte Menge Ammoniak. Daraus muf man den Schlub 
ziehen, daB unter dem EinfluB8 von Ascorbinséure, Sauerstoff und 
Kisenkatalysator eine oxydative Spaltung des Imidazolringes eintritt. 
und da dabei ein Zersetzungsprodukt entsteht, welches beim Alkali- 
sieren mit Natronlauge ein zweites Stickstoffatom als Ammoniak 
hvdrolytisch abspaltet. Jn dieser Hinsicht steht diese Zersetzungsreaktion 
des Histidins in Analogie zu der hydrolytischen Histidinspaltung durch 
Histidase, denn auch hier entsteht zuerst ein um ein Stickstoffatom 
armeres, labiles Zersetzungsprodukt, welches mit Natronlauge dann ein 
zweites Stickstoffmolekiil als Ammoniak abspaltet. Der Unterschied 
zwischen der Histidasereaktion und unserem Modellversuch ist aber 
darin zu sehen, daB die Histidase ein hydrolytisch wirkendes Enzym 
ist, welches bei Abwesenheit von Sauerstoff genau so stark wirkt und 
auch nicht durch Blausiure hemmbar ist, wabrend unser neues System 
eine Oxydationskatalyse darstellt. Bei dieser beschriebenen Reaktion 
bilden sich auBerdem groBe Mengen von Kohlensaure, die teilweise 
wahrscheinlich auch aus dem Histidin stammt. LaBt man Ascorbin- 
siure-Eisen in Stickstoffatmosphare auf Histidin einwirken, so erhalt 
man keine Ammoniakbildung. 

Spaltet man Histamin durch die aus den Nieren isolierte Histami- 
nase, so erhalt man nach kurzer Zeit eine tiefbraune Pigmentbildung. 
ein Vorgang, iiber den wir bei der Beschreibung unserer Histaminase- 
versuche noch genauer berichten werden. Fiihrt man die beschriebene 
Ascorbinsaure-Histidin-Eisenreaktion durch, so beginnt die Lésung 
schon nach einigen Minuten zu dunkeln, und man erhalt ebenfalls eine 
tiefbraune, manchmal schwarze Pigmentierung der Lésung. Ob zwischen 
diesen beiden Reaktionen eine Beziehung besteht, vermégen wir 
heute noch nicht zu sagen. Bei dieser Farbung ist das Eisen offenbar 
nicht beteiligt. Es ist aber denkbar, daB derartige Pigmentbildungen 
auch im Leben eine Rolle spielen!. 

Wir haben nun zunachst die Spezifitat der Ascorbinsaure-Kisen- 
katalyse auf die verschiedenen biologisch wichtigen Aminosaiuren und 

' DaB bei der Reaktion zwischen Histidin und Ascorbinsaure in Sauer- 


stoff Pigment entsteht, hat auch ganz unabhangig von diesen Untersuchungen 
P. Holtz (Naturwiss. 25, 14, 1937) zeigen k6nnen. 
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ahnliche Verbindungen untersucht. Im experimentellen Teil berichten 
ausfiihrliche Tabellen iiber die dabei erhaltenen Werte. Aus diesen 
Versuchen ergab sich, daB Histidin, Histidinmethylester, Imidazol- 
milchsdure, Methylhistidin, Histamin, Oxymethylimidazol und Imidazol 
sich ganz analog verhalten. Glykokoll, Alanin, Phenylalanin, Dioxy 
phenylalanin, Tyrosin, Valin, Leucin, Arginin, Ornithin, Asparagin- 
siure, Glutaminsaure, Prolin, Kreatin bilden nur Spuren von Ammoniak. 
Serin und Cystein spalten héchstens bis zu 20°, Ammoniak ab, im 
Gegensatz zu allen Imidazolderivaten. Es wurden weiterhin Harnsaure, 
Allantoin, Thymin, Guanin, Dialursiure, Sturin untersucht, welche 
ebenfalls nur Spuren von Ammoniak gaben, wahrend Hypoxanthin, 
Adenin, Carnosin bis zu 30° Ammoniak lieferten. 

Es ergab sich also deutlich, daB die einfachen Imidazolderivate 
ausnahmslos die Zerfallsreaktion zeigen, wihrend der an den Pyrimidin- 
ring gebundene Imidazolring im Hypoxanthin und Adenin wenigstens 
teilweise der Desaminierung anheimfallt. 

Wir versuchen gegenwirtig einerseits die Reaktion in bezug auf 
die Zerfallsprodukte der Imidazolderivate zu klairen, und andererseits 
beschaftigen wir uns mit der Frage, ob an Stelle der Ascorbinséure 
andere ahnliche Redoxkérper wie das Lulersche Redukton und die 
physiologischen Zuckerzerfallsprodukte (Dioxyaceton, Glycerinalde- 
hyd usw.) in analoger Weise wirken. Wir werden iiber die Ergebnisse 
dieses Teiles unserer Untersuchungen demnachst berichten. 

Es ist nun zunachst die Frage zu stellen, ob die hier beschriebene 
Reaktion ihr biologisches Analogon hat. Die Tatsache, daB die Ascorbin- 
sdure sich von den iibrigen Vitaminen dadurch unterscheidet, dab sie 
in einer gr6Benordnungsweise viel hGheren Konzentration in den Organen 
auftritt, weist darauf hin, daB dieses Vitamin vermutlich mit der Ein- 
stellung eines bestimmten Oxydationsniveaus der Zelle in Beziehung 
gebracht werden muB. Sie wirkt in dieser Hinsicht wohl ganz ahnlich 
wie das dem tierischen Organismus kérpereigene Glutathion. Es hat 
daher der Gedanke eine gewisse Wahrscheinlichkeit, daB die Ascorbin- 
saure als Hilfssystem der Oxydoreduktion eingreift, und man hatte in 
der von uns beschriebenen Reaktion das erste Beispiel fiir eine solche 
spezifische Wirkung des C-Vitamins. Daraus lassen sich zahlreiche 
biologische Konsequenzen ableiten, mit deren Bearbeitung wir be- 
schaftigt sind. Die andere Seite des Problems ist die des Schicksals und 
der Rolle des Histidins im Stoffwechsel. Durch die exakten Unter- 
suchungen von Rose und seinen Mitarbeitern! ist die Unentbehrlichkeit 
dieser Aminosaure fiir den wachsenden Siuger erwiesen. R. Kapeller- 
Adler* hat andererseits gezeigt, da} wahrend der menschlichen Graviditat 


1 J. of biol. Chem. 107, 497, 1934. - 2 Klin. Wochenschr. 15, 1728, 
1936. 
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das Histidin im Harn ausgeschieden wird. Man kénnte diese Tatsache 
in dem Sinne deuten, daBb der miitterliche Organismus den Embryo 
maximal mit Histidin versorgen muB und dementsprechend wiirde der 
Abbau dieser Aminoséure wahrend der Graviditat heruntergesetzt sein. 
In der Tat scheint die menschliche Gravidenleber nach Kapeller-Adler 
keine oder eine verminderte Histidasespaltung aufzuweisen. Bei den 
anderen Saéugern findet sich wahrend der Graviditaét keine Histidin- 
ausscheidung. Dies lieBe sich durch die Annahme erklaren, daB die 
Nierenschwelle fiir das Histidin beim Menschen eine niedrigere ist als 
bei den tibrigen Saugern, und da so, wie es waihrend der Graviditat 
zu einer Uberschwemmung von Prolan und Sexualhormonen kommt, 
sich auch die Ausscheidung des Histidins im menschlichen Gravidenharn 
durch eine solche Uberschwemmung des miitterlichen Organismus mit 
Histidin erkliren lieBe: Es ergeben sich also daraus zahlreiche und 
eminent wichtige biologische Fragestellungen. Wir sind mit ihrer 
Klarung beschaftigt und behalten uns dieses Thema vor. 

Durch die in unserem Institut durchgefiihrten Untersuchungen von 
W. Bloch und H. Pindsch! konnte gezeigt werden, daB das injizierte 
Histidin tatsichlich im tierischen Organismus in Histamin iibergeht. 
Aus den oben mitgeteilten Untersuchungen ergibt sich neben einer 
genetischen Beziehung der biologisch wichtigen Imidazole auch eine 
innige Beziehung beziiglich der Abbaureaktionen. 

In ahnlicher Richtung bewegen sich die Untersuchungen von 
G. Woker und J. Antener®, welche den Ascorbinsduregehalt der Milch 
in Beziehung zu verschiedenen Oxydoreduktionsvorgangen, wie z. B. 
der Schardinger-Reaktion, bringen. 

Experimenteller Teil. 
Oxydative Desaminierung von Imidazolderivaten, anderen Aminosduren und 
Purinen. . 

Ansatz: 2 cem n/10 Substratlésung, neutralisiert, 4 cem m/10 Ascorbin- 
sdiure, neutralisiert, Zusatz von je 0,5 cem alle 3 Stunden, 0,5 cem m/100 
Ferrisulfat, 3,5 cem Phosphatpuffer, py = 7,0, 24 Stunden bei 38° unter 
Durchleiten von Oy. 





Ammoniak-Soda-Folin 


Ammoniak-Laugen-Folin 
Substratlisung eA EEE Tae a ; 


ecm n/50 H,S O, in %J9 cem n/50 Hy SO, in %o 
RENIN i hee ea wt - Ms 4,0 40 8,10 81 
Histidinmethylester . . . 3,0 30 5,82 58 
Methylhistidin ..... 2,15 21 6,70 LCF 
a-Monobenzoylhistidin . . 0,53 5 1,24 12 
Imidazolmilchsaure . . . 1,89 19 5,12 51 
Pri es 2,74 27 6,27 63 
Oxymethylimidazol . . . 1,50 15 4,20 42 
eS ee a eer 1,30 13 2,36 | 24 

! Zeitschr. f. physiol. Chem. 239, 236, 1936. — * Helv. chim. acta 20, 


144, 1936. 
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Ammoniak-Soda-Folin Ammoniak-Laugen-Folin 
Substratlisung -~ 
. cemn 50 H2,S0, in cemn 50 HySO, in ‘ 

d, 1-Glykokoll . 0,45 4 0.70 7 
d, l-Alanin 0,20 2 0.52 5 
d, l-Phenylalanin 0,32 3 0.87 g 
|-Dioxyphenylalanin 0,40 4 1,06 11 
d,l-Serin . 1,10 11 2,27 23 
i-Cysam ow 0,65 6 2,15 21 
Cysteinchlorhydrat . 0,40 4 0.80 & 
TVPG en « 0,25 2 0,55 5 
d, l-Tryptophar 0,45 ! 1,02 10 
d,1-Valin . 0,70 / 1.50 15 
]-Leucin 0,65 6 1.50 15 
d-Arginin 0.55 5 1,20 12 
d-Ornithin 1,05 10 1,25 12 
|-Asparaginsaure 0,30 3 0,75 7 
d-Glutaminsaure 0,05 0,1 0,20 2 
d, l-Kreatin . 0,15 1 0,30 3 
Prolin . 0,22 2 0,45 4 
Harnsaure (py 7,0) 0,20 2 1,00 10 
Allantoin . 0,15 1 0,20 2 
Thymin 0,10 1 0,15 1 
Hypoxanthin . . 1,25 12 2,40 24 
Adeninsulfat (pq 9,9) 1,50 15 3,25 32 
Guanin-HCl (py 10,0) 0,12 1 0,17 2 
Dialursaure (py 8,0) 0,17 2 0,34 : 
Carnosinnitrat ; 1,37 14 3,54 35 
Sturinsulfat (pq 8,0). 0,25 2 0,65 6 
Globinalbumin 0,17 2 0,52 5 


Versuche zur oxydativen Desaminierung von Histidin. 


a) Ohne Ferriionen. 


Ansatz: 2cem n/10 Histidinchlorhydrat, neutralisiert, 4¢cem m/10 
Ascorbinséure, neutralisiert, 4c¢ccm Phosphatpuffer, py 7 
Versuchs etwa 24 Stunden bei 38° unter Durchleiten von O,. 





Ammoniak-Soda-Folin 


ecm n/50 H2SO, 


0,18 
0,22 


in ° 


ho bo 


b) Ohne Ascorbinsaure. 


0, 


Dauer des 


Ansatz: 2cem n/10 Histidinchlorhydrat, neutralisiert, 0,5 cem m/100 
16 Stunden 


Ferrisulfat, 7,5 cem 
Durchleiten von Q,. 


Phosphatpuffer, pu 


‘ 





Ammoniak-Soda-Folin 


ecm n/50 H2SO, 


0.08 
0,10 


hei 


to 


38° 


unter 




















S. Edlbacher u. A. von Segesser: 
Katalytische Beeinflussung durch Ferriionen. 
Ansatz: 2cem n/1l0 Histidinchlorhydrat, neutralisiert, 0,5 cem m_/10 
Ascorbinsaure, neutralisiert, mit Phosphatpuffer, py 7,0 auf 10cem, 
20 Stunden bei 38° unter Durchleiten von O,. 





Ammoniak-Soda-Folin 


Katalysator — 
ecm n/50 HegSO, | in 5 


Kein Eisen . Se oa ee 0,12 1 
0,001 cem m/100 Ferrisulfat 1,20 12 
0.01 ., m/100 % 1,20 12 
0.1 » m/100 A 1,65 16 
0,2 » m/100 a 1,70 17 
0,5 . m/100 2,10 21 
2.0 » m/100 2,25 22 


Desaminierung von Histidin unter aeroben und anaeroben Bedingungen. 
Ansatz: 2cem n/1l0 Histidinchlorhydrat, neutralisiert, 4 cer m/10 
Ascorbinsaure, neutralisiert, 0,5 cem m/100 Ferrisulfat mit Phosphatpuffer 
Pu 7,0 auf 10 cem, 20 Stunden bei 38° unter Durchleiten von QO,. 





Ammoniak-Soda-Folin 


vd cem a 50 H, 80, in %J» 
Sauerstoff . . ete 3,96 40 
EO NS aS 3,85 38 
MRNRNE <6. ered Rk « 0.35 3 


Einflup der H-lonenkonzentration. 

Ansatz: 2cem n/10 Histidinchlorhydrat auf das jeweilige py gebracht, 
4,0cem m/10 Ascorbinsaéure, neutralisiert, 0,5 cem m/100 Ferrisulfat mit 
dem jeweiligen Phosphatpuffer auf 10 cem, 24 Stunden bei 38° unter Durch- 
leiten von Q,. 














Ammoniak-Soda-Folin Ammoniak-Soda-Folin 
PH mar aay age PH ‘ . : 
ecm n/50 HySO, in %Jpo ‘eem n/50 HeSO, in %Jp 
3,0 0,45 4 7,0 3,90 30 
4,5 0,97 10 7,4 2,80 28 
5,£ 1,65 16 8,0 2,65 26 
5,8 2.45 24 9,0 2,42 24 


EinfluB der Ascorbinsdurekonzentration auf die Desaminierung. 
Ansatz: 2cem n/10 Histidinchlorhydrat, neutralisiert, 0,5 ceem m/100 
Ferrisulfat, Phosphatpuffer py = 7,0 auf 12 cem, 24 Stunden bei 38° unter 
Durchleiten von QO,. 





Ammoniak-Soda-Folin 


in °%/, 


eem n/50 H, SO, 
0,2 cem n/10 Ascorbinsature ........ 1,00 10 
0,5 , n/10 a Shah Sie IR ten ae a 1.85 18 
Lo . nf c a ee piecGy 3,10 31 
2,0 , n/l10 “ bit Ree ar < 4.60 46 
40 , n 10 " Ree ae ee 6,00 60 
8.0 n/10 6,90 69 























Abbau des Histidins und anderer Imidazole durch Ascorbinsaure. 377 
Prift man den EinfluB, den Brenzeatechin bei Gegenwart von Eisen 
10 auf Histidin ausiibt, so ist wohl eine Ammoniakbildung wahrzunehmen. die 
aber, wie die Tabelle zeigt, nur klein ist. 
n, 
_ Ansatz: 2cem n/10 Histidinchlorhydrat, neutralisiert, 2 cem m/10 
Ascorbinsaéure bzw. Brenzcatechin, neutralisiert, 0,5 cem m/100 Ferrisulfat, 
Phosphatpuffer auf 12 cem, 24 Stunden bei 38° unter Durchleiten von Q,. 
Ammoniak-Soda-Folin Ammoniak-Soda-Folin 
Ascorbinsdure Brenzcatechin Ascorbinsaure Brenzeatechin 
PH ee 
ecm +1 0 ecm in © ecm bo ecm in @ 
n50H,SO, | n/50 HoSO, ‘0 n/50 HoSO, * /°!/ n/50 HL SO, * 
5 4,26 43 1,97 20 8 417 42 2.66 27 
7 4,25 42 2,62 26 gy 3,66 37 2,18 22 
10 
er 
it, | 
it i 
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Die Differenzierung des Kohlenhydratkomplexes bei der 
Mikroanalyse der Pflanzenstoffe. 
Von 
S. M. Strepkov. 
(Aus der Universitit Samarkand USSR.) 
(Eingegangen am 17. Dezember 1936.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die iibliche Differenzierung des Kohlenhydratkomplexes bei der 
Mikroanalyse der Pflanzenstoffe beruht darauf, daB der Untersuchungs- 
stoff nach Entfettung mit verschiedenen Lésungsmitteln behandelt 
wird. Dabei wird die Lésung abfiltriert und der Filterriickstand wie 
unten angegeben behandelt. Bei einer derartigen syste- 
matischen Extraktion der Kohlenhydrate kénnen 
merkliche Verluste entstehen, was bei der Mikroana- 
lvse stark fithlbar wird. 

Nach unserem Schema wird der Kohlenhydrat- 
komplex in sieben Gruppen aufgelést: 

I. Gruppe. Stoffe, die in heiSem Alkohol léslich 
sind: Zucker. 

Il. Gruppe. Kohlenhydrate, welche in kaltem 
Wasser (15°) léslich, in Alkohol unloslich sind: Dex- 
trin, Gummi, Pektinstoffe und B-Amylan. 

a) Stoffe, welche Methylalkohol enthalten: Pek- 
tinstoffe. 

Stoffe, welche mit basischem Bleiacetat einen 
Niederschlag geben. Pektinstoffe und Gummi. 
Stoffe, welche mit basischem Bleiacetat keinen 
Niederschlag geben: Dextrin und f-Amylan. 

111. Gruppe. Kohlenhydrate, die in warmem 
Wasser (45 bis 47°C) léslich sind: Inulin. 
IV. Gruppe. Kohlenhydrate, welche mit 
U Diastas hydrolysieren: Starke und Glykogen. 

V. Gruppe. Kohlenhydrate, die in heiBem 
Wasser léslich sind: Protopektin, Xylan und 
b Araban. 

VI. Gruppe. Kohlenhydrate, welche mit 
2° iger Schwefelsiurelésung hydrolysieren : 








b 
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Abb. 1. 


a) Hydrolysat mit Saccharomyces cerey. vergirbar: Galaktan, 
Mannan und ¢-Amylan. 

b) Hydrolysat nicht mit Saccharomyces cerev. vergirbar: Pen- 

tosane (in heiBem Wasser unldéslich). 
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VII. Gruppe. Stoffe mit verdiinnter Schwefelsiure nicht hydro- 
lysierbar : 
a) In NaOCl léslich, in konzentrierter Schwefelsiure unléslich: 
Lignin. 
b) In NaOCl unloslich, in 72°%iger Schwefelséurelésung lislich: 
Cellulose und Mannocellulose. 
Die Trennung der Kohlenhydrate wird in einem besonderen Apparat 
Extraktor (s. Abb.) durchgefiihrt. 


Der Extraktor ,,d** (30 bis 35cem) mit dem Siphon ,,a‘* ist mit 
dem Dampfableitungsrohr ,,B** verbunden. Das untere Ende des Rohres ,,.B** 
besitzt eine Erweiterung ,,b‘‘ mit Schliff, das obere Ende ist durch den Glas- 
stépsel ,,b,** verschlossen. Das Oberteil des Rohres ,,B** ist durch ein Seiten- 
rohr mit dem Kiihler ,,C*‘ verbunden. Das untere Kiihlerrohr trigt eine 
wenig erhobene Glasklappe ,,c’* und ist weiter unten mit dem Extraktor ,,4*‘ 
und oberhalb der Klappe durch ein Seitenrohr mit dem Kugelkiihler ,,D* 
verbunden. Das Rohr ,,d‘* des Kugelkiihlers wird mit dem Bunsenkolben, 
welcher mit einem RiickfluBkugelkiihler versehen ist, verbunden; das obere 
Ende des RiickfluBkiihlers wird zum Absaugen mit der Pumpe verbunden. 

In den Extraktor ,,A‘*‘ wird eine Glasextraktionshiilse ..£“' eingesetzt, 
welche durch den Schliff ,,e* gehalten wird. Im Unterteil der Hiilse ist 
der Glasfilter ,,e,°‘ eingeschmolzen. Durch die Offnung des zugeschliffenen 
Deckels ,,a,‘* des Extraktors fiihrt die Glasstange eines Riihrers ,,F*‘ mit 
drei Fliigeln. Der Extraktor ,,4d‘‘ wird in das Wasserbad .,H“ eingesetzt 
und das Wasser hierin durch die Heizwicklung ,,A“* elektrisch erwirmt. 
Das Glas ,,H“ steht auf einem dicken Asbestplattchen ,,L°‘, welches als 
Isolierschicht dient. Das ExtraktionsmeBk6lbchen ,,.W*‘ von 100 cem wird 
durch den Schliff mit dem Unterende des Dampfableitungsrohres ,,B* 
verbunden. 

Die Wirkung des Apparates ergibt sich aus folgendem: 

Der Untersuchungsstoff (1,0 bis 0,5 g) wird in die Extraktionshiilse .,“‘ 
eingebracht, das Extraktionskélbchen ,,./** mit dem Lésungsmittel gefiillt 
und auf dem Wasserbad cder auf dem Drahtnetz erhitzt. Die Dampfe des 
Lésungsmittels kondensieren sich im RiickfluBkiihler ,,C‘* und die Fliissig- 
keit geht in die Extraktionshiilse ,.4°* iiber. Zur besseren Lésung wird 
mittels des Riihrstocks ,,F* geriihrt. Wenn sich in der Hiilse ,,£** geniigende 
Mengen des Lésungsmittels angesammelt haben, schlieBt man die Pumpe 
an, die Glasklappe ,,c*‘ wird ein wenig gehoben und in dem Extraktor ,,A* 
dadurch ein Vakuum erzeugt, welches die Lésung absaugt und in das Kélb- 
chen ,,.M* zuriickflieBen laBt. In dem Vakuum erniedrigt sich die Siede- 
temperatur des Lésungsmittels, die Dampfe kondensieren sich in dem 
Kugelkiihler ,.D** und die Fliissigkeit iibt beim AusschlieBen der Pumpe 
einen Druck auf die Klappe ,,c* aus, so daB sie in die Hiilse ,.4°* flieBt. 
Ein Teil der Dampfe kondensiert sich nicht in dem Kiihler ,,D* und wird 
in dem Bunsenkolben aufgehalten. 

Die Extrakticn kann bei verschiedenen Temperaturen ausgefiihrt 
werden. Dazu wird das Wasserbad ,,H** auf bestimmter Temperatur ge- 
halten; zur Extraktion bei gewohnlicher Temperatur (15 bis 16°C) wird 
das Wasserbad .,H** mit kaltem Wasser gefiillt, und die Isolierschicht ,,L** 
(von geniigender Gr6Be und Dicke) bewahrt das Wasser vor iiberfliissiger 
Erwarimung wiahrend der Beheizung des Extraktionskélbchen. 
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Die systematische Extraktion der Kohlenhydrate aus Pflanzen- 
stoffen wird wie folgt durchgefiihrt: 


1. Die Entfettung des Stoff/es ertolgt mit Petrolather. Das Extraktions- 
kélbehen ,,./** wird mit Ather auf dem Wasserbad erhitzt und das Wasser 
in dem Glas ,,H“ auf 60 bis 65°C erwarmt. Nach der Extraktion der in 
Ather léslichen Stoffe (45 bis 90 Minuten) wird die zu untersuchende Sub- 
stanz noch zweimal mit neuen Teilen heiBen Athers durchspiilt. Wenn die 
Menge der in Ather léslichen Stoffe bestimmt werden soll, so werden letztere 
aus der Differenz der gefundenen Werte (Gewicht des K6élbchens ,,./**) 
vor und nach der Extraktion berechnet. 

2. Die Extraktion der Zucker (1. Gruppe) wird mit heiBem Alkohol 
bei 95° durchgefiihrt. Das Kélbchen ,,M‘** wird mit dem Alkohol auf dem 
siedenden Wasserbad erhitzt, ebenso wird das obere Wasserbad ,,H** zum 
Sieden gebracht. Die Temperatur des Alkohols in der Extraktionshiilse 
betragt 75 bis 76°C. Unter diesen Bedingungen werden 0,5 g einer Mischung 
aus Saccharose und Glucose (1:1) in 12 bis 15 Minuten, 0,5 g Maltose in 
20 Minuten gelést. Nach Extraktion der Zucker wird der Untersuchungs- 
stoff zwei- bis dreimal mit neuen Teilen des heiBen Alkohols unter Absaugen 
durchspiilt. Der alkoholische Extrakt wird im Vakuum bei der Temperatur 
des Wasserbads (nicht héher als 42°C) zu Sirup eingedickt. Den Sirup 
lést man in 70 bis 75 cem warmenr Wasser, die Lésung entfarbt man mit 
Bleiacetat, Natriumsulfat und, wenn notwendig, mit Tierkohle, wonach 
man durch eine Nutsche in ein 100 cem Me8k6lbchen filtriert. 

3. Die Extraktion der Kohlenhydrate (1I.Gruppe) erfolgt mit kaltem 
Wasser (von héchstens 15°C). Dazu wird das Glas ,,H‘* mit kaltem Wasser 
gefiillt, und die Substanz in der Hiilse mit kaltem Wasser (15°C) unter 6fterem 
Durchmischen bearbeitet. Unter diesén Bedingungen werden 0,3 bis 0,5 ¢ 
Dextrin oder Gummiarabikum in 10 bis 12 Minuten gelést. Zur quantitativen 
Extraktion der in kaltem Wasser léslichen Kohlenhydrate geniigen zwei bis 
drei Bearbeitungen und ein bis zwei Spiilungen. Die Lésung wird mit Blei- 
acetat und mit Natriumsulfat entfarbt. Nach Abfiltrierung von Bleisulfat 
mittels einer Nutsche wird die Lésung bis zur Marke aufgefiillt. 

4. Extraktion des Inulins (111. Gruppe). Da das Inulin bei 15°C 
praktisch unléslich ist, wird die Extraktion mit warmem Wasser (bei 45 bis 
47° C) durchgefiihrt. Das Wasserbad ,,H‘* wird soweit erwairmt, daB die 
Inulinlésung nicht heiBer als 45 bis 47°C wird. Bei 45 bis 47°C wurden 
0,3 bis 0,5g Inulin in 5 bis 7 Minuten gelést. Nach der quantitativen 
Extraktion, d.h. nach zwei bis drei Bearbeitungen, wird der zu unter- 
suchende Stoff zweimal mit 10 cem Wasser gewaschen. 

5. Hydrolyse der Starke (1V.Gruppe). Nach Extraktion der wasser- 
léslichen Kohlenhydrate wird die Substanz mit 5 bis 7 ccm warmem Wasser 
(40 bis 45°) durchmischt. Zwecks Verkleisterung werden 20 ccem_ heibes 
Wasser zugefiigt ; sodann wird durchmischt und nach Abkiihlung auf 40 bis 
41°C 1 cem des viermal verdiinnten und filtrierten Speichels zugegeben. Die 
Hydrolyse ist bei 37 bis 40°C nach 30 bis 45 Minuten beendet. Darauf 
wird die Lésung in ein 100 cem-MeBkélbchen abgesaugt. Der Rest wird 
zwei- bis dreimal mit warmem Wasser gewaschen und das Filtrat bis zur 
Marke aufgefiillt. 

6. Die Extraktion des Protopektins (V.Gruppe) erfolgt durch heibes 
Wasser. Das Kélbchen wird mit Wasser auf dem Drahtnetz erhitzt und das 
Wasserbad ,,H“* bis zum Sieden gebracht. Die Temperatur des Wassers in 
der Extraktionshiilse betragt dabei 75 bis 80°. Zur Extraktion von 0,3 bis 0,5 g 
Protopektin geniigen zwei bis drei Behandlungen von je 20 bis 25 Minuten. 
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7. Hydrolyse der Hemicellulosen (VI. Gruppe). Zur Substanz werden 
15cem heiBe 2°,ige Schwefelsiure gegeben: das Wasserbad ,,f/** wird bis 
zum Sieden erhitzt und '/, Stunde unter 6fterem Durchriihren hydrolysiert. 
Die Lésung wird abgesaugt und der Riickstand wieder mit hei®Ber 2°, iger 
Schwefelséure in 20 Minuten behandelt. Nach dem Absaugen der Lésung 
wird der Riickstand mit 20 bis 25 cem heiBem Wasser gewaschen. 

8, Aufldsung der Cellulose (VII. Gruppe). Die Gegenwart von Lignin 
stért die Auflésung der Cellulose in 72°, iger Schwefelsaure; vor der Auf- 
l6sung wird die Substanz daher (nach Extraktion von Hemicellulosen) mit 
20 cem Wasser und I cem 5°, iger NaOCl-Lésung 15 Minuten behandelt. 
Die Lésung wird abgesaugt, der Riickstand mit Wasser durchspiilt und 
weitere 10 Minuten chloriert. Nach dem Absaugen der Losung wascht man 
den Rest wieder mit kaltem Wasser. Zur ligninfreien Cellulose fiigt man 
2ceem 72 °oige H,SO, zu und mischt mit Glasstab durch. Nach der Auflésung 
der Cellulose (10 bis 15 Minuten) werden 10 cem Wasser zugesetzt, durch- 
mischt und in ein MeBkélbchen von 100 cem abgesaugt, wonach das Filter 
zweimal mit 10 cem heiBem Wasser gewaschen wird. Das MeBkélbchen mit 
der Celluloselésung wird auf dem kochenden Wasserbad unter Verwendung 
des RiickfluBkiihlers 1'/, Stunden lang erhitzt. Als RiickfluBkiihler dient 
das Dampfableitungsrohr ,,£** des Apparates. 

Nach der Abkiihlung wird die Lésung zunachst mit 20° iger NaOH un- 
gefahr, sodann mit 5°,iger Natronlauge gegen Lackmus genau neutralisiert,. 
wonach bis zur Marke aufgefiillt wird. 


Die BrauchLarkeit der Methode wurde an kimstlich zusammen- 
gestellten Mischungen erprobt: 


pace a0 Ba Ce a bs Seb be eae 
MEVOMIICOMIFER 6 Go. Bo Se Ow a Se RS 
Co a ee ee eee rc |e 
a mera: |e 
COINSIOBG §. =... . bp kk arg a ee ke ee es 
fT tt ee 


Die zu bestimmende Menge der Kohlenhydrate wurde in den vorher ab- 
gewogenen Extraktor (19,8132 g) eingebracht. Das Gewicht des Extraktors 
einschlieBlich der Kohlenhydrate betrug vor dem Versuch 20,5026 g. Nach 
jeder Extraktion wurde der Riickstand mit 96 %igen Alkohol und Ather 
gewaschen; Extraktor und Riickstand wurden getrocknet und abgewogen. 
Der Gewichtsunterschied nach jeder Extraktion ist aus folgender Tabelle 
zu _ ersehen. 





Gewicht des . : 
neta tre Extrahierten Stoff in g ~ . 9 
Extraktionsmittel Extraktors und Gefunden in 


des Riickstandes — der Theorie 
in g gefunden berechnet 
96°jiger Alkohol . . 20,3480 0,1546 0,1542 100,26 
Kaltes Wasser (15°) . 20,2278 0,1202 0,1204 99,83 
Warmes Wasser(45-47°) 20,0958 0,1320 0,1318 109,16 
Ptyalinhydrolyse . 19,9254 0,1704 0,1706 99,88 
72 ,ige Schwefelsaure 19,8132 0,1122 0,1124 99,82 


Die Versuche ergeben fiir vollstindige Kohlenhydratextraktion 
einen Fehler von -+ 0,26 bis —0,18°%. 














Bleibestimmungen im Gesamtblut. 
Von 
H. Kraft-Strém, K. Wiilfert und 0. Sydnes. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Oslo.) 


(Eingegangen am 5. Mdrz 1937.) 
Geschichtlicher Uberblick. 


In den letzten Jahrzehnten sind eingehende Versuche unternommen 
worden, um eine brauchbare Methode zur Bestimmung kleiner Mengen 
Blei in organischem Material zu diagnostischen Zwecken bei Blei- 
vergiftungen ausfindig zu machen. Die Aufgabe ist schwierig. Viele 
Methoden sind vorgeschlagen aber wieder verlassen worden, teils weil 
sie sich als unbrauchbar erwiesen, teils weil sie zu verwickelt oder fiir 
die vorliegende Aufgabe nicht genau genug waren. Aus diesen Griinden 
ist eine ganze Reihe von Methoden ausschlieBlich von ihren Urhebern 
verwendet worden. " 

Die altesten Bleibestimmungsmethoden waren titrimetrischer Art. 
Man bediente sich hierbei des Umstandes, daB Bleichromat oder Blei- 
dioxyd Jod aus Jodkalium in Freiheit setzt und bestimmte das Jod 
mit Thiosulfat. So lassen sich Bleimengen bis zu 0,3 mg hinab erfassen ; 
doch selbst diese unterste Grenze liegt hoch iiber den biologischen 
Werten und diese Methoden haben deswegen geringes Interesse. Dasselbe 
gilt von den nephelometrischen und kolorimetrischen Methoden [ Badham, 
Taylor (3)], obwohl diese empfindlicher als die titrimetrischen sind. 
Erst mit der Einfiihrung der organischen Farbstoffe in die Metall- 
mikrochemie erlangten die kolorimetrischen Methoden Bedeutung fiir 
die Klinik. Die meisten Untersucher bedientén sich des ,,Tetra-amido- 
diphenyl-methans* (,,Arnold-Thrillats Base‘), das, in Eisessig gelést, 
selbst mit sehr geringen Mengen von Metalloxyden eine blaue Farbe 
gibt. Methoden zur Bleibestimmung mit diesem Reagens sind von 
P. Schmidt und Mitarbeitern (Weyrauch, Necke, Miiller, Seise, Kloster- 
mann) sowohl fiir Harn wie auch fiir anderes organisches Material 
ausgearbeitet worden. 

Um das Blei in eine Form zu bringen, in der es mit der Farbbase 
reagieren kann, namlich als PbO,, haben die meisten Verfasser die 
Elektrolyse verwendet (Dankworth-Jiirgens, P.Schmidt und Mit- 
arbeiter). Hier sind besonders die Arbeiten P. Schmidts von Bedeutung. 
Indessen bezeichnen Aub und Mitarbeiter die Elektrolyse als verwerf- 
lich (2). AuBerdem haben K. Seelkopf und H. Taeger (23) die Arbeits- 
weise von P. Schmidt im Hinblick auf die Elektrolyse stark kritisiert. 
Sie fanden, daB wechselnde und zum Teil allzu groBe Mengen Blei im 
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ElektrolyseprozeB verlorengehen konnten, was sie unter Anwendung 
eines radioaktiven Bleiisotopen, das sich mit Hilfe des Elektrometers 
quantitativ bestimmen lie, feststellen konnten. Sie untersuchten 
sodann alle Teile in P. Schmidts Arbeitsgang und fanden, dab, ab- 
gesehen von der Elektrolyse, simtliche daran beteiligte Prozesse brauch- 
bar waren. 

Die Bestimmung des Bleies auf radioaktivem Wege ist eine sehr 
empfindliche Methode und kann zur Kontrolle anderer Methoden 
dienen. Man kann auf diese Weise noch 0,001 y Blei bestimmen. Das 
aktive Blei wird durch Behandlung des Bleies mit Radiothorium- 
emanation erhalten. Die Methode ist von B. Behrens (4) (5) aus- 
gearbeitet worden. 

Zur Umgehung der beim Arbeiten mit Arnold-Thrillats Base not- 
wendigen Elektrolyse sind viele Untersucher dazu iibergegangen, mit 
einem anderen Farbstoff, dem Diphenylthiocarbazon [,,Dithizon™, 
H. Fischer (11)| zu arbeiten. Dithizon ist eine schwache Saure, welche 
mit den Schwermetallen intensiv gefarbte Salze liefert. Die Léslichkeit 
dieser Salze in CCl, und CHCl, sowie in Saéuren und Basen gestattet 
eine leichte Isolierung der Dithizonate und somit ihre Verwendung bei 
kolorimetrischen Methoden [H. Fischer, G. Leopoldi (15)|. Viele Unter- 
sucher haben Methoden zur Bleibestimmung mit Dithizon ausgearbeitet 
| Fischer-Leopoldi (15), Willoughby, Kraemer, Smith (31), John R. Ross, 
Colin C. Lucas (21), O. B. Winter, Robinson, Francis W. Lamb, E. JJ. 
Millar (33), Willoughby, Wilkins jr., Kraemer (32), K. Seelkopf, H. Tae- 
ger (23)]. Zumeist handelt es sich um Bleibestimmungen im Harn. Die 
theoretische Seite der Dithizonkolorimetrie ist von mehreren Unter- 
suchern erértert worden [Fischer, Weyl (17), Clifford, Wichmann (9))}. 

An Hand von spektroskopischen Untersuchungen hat sich zeigen 
lassen, daB die Dithizonate mehrerer Metalle sich gleichzeitig neben- 
einander bestimmen lassen, da sie verschiedene Absorptionsmaxima 
besitzen. Eine iiberaus genaue kolorimetrische Messung wird durch das 
Stufenphotometer gewihrleistet. Nach Arbeiten von K. Seelkopf und 
H. Taeger (23) ist der qualitative Bleinachweis bis zu 0,1 y Blei hinab 
méglich. Sie haben empirisch eine Kurve fiir die quantitative Blei- 
bestimmung ausgearbeitet fiir Werte von 1 bis 20 y mit den zugehérigen 
Extinktionskoeffizienten. Wir haben diese Kurve nachgepriift und 
konnten sie in allen Teilen bestatigen. 

Beziiglich der iibrigen Prozesse in Seelkopf-Taegers Arbeitsgang 
ist zu bemerken, da®B der AufschluB der organischen Substanz durch 
schwaches Gliihen im Porzellantiegel erfolgt. Die Temperatur darf 550° 
unter keinen Umstanden iiberschreiten, da das Blei sonst verdampft. 
P. Schmidt und Mitarbeiter wenden trockene Veraschung im elektrischen 
Muffelofen bei 530° an. Auch nasse Veraschung mit Saure ist anwendbar. 
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Ziel der Arbeit. 


Zweck dieser Arbeit war, eine zur Bestimmung des Blutbleispiegels 
geeignete Methode ausfindig zu machen. Dies diirfte von recht groBem 
klinischen Interesse sein, da der Bleispiegel im Blute sicherere Anhalts- 
punkte fiir eine Bleivergiftung gibt als Bleibestimmungen im Harn 
[| Weyrauch, Litzner (30)|. Als méglichst einfache und genaue Methode, 
die auch in Krankenhauslaboratorien praktisch verwendet werden 
kann, hat sich uns die Dithizonkolorimetrie erwiesen. Friiher wurde 
der Blutbleispiegel normaler, gesunder Menschen zwischen 0,01 und 
0,02 mg-°%, liegend gefunden [Weyrauch, Litzner (28) (29) (30), 
Schmidt (22)|. Vergiftungssymptome sollen von 0,6 mg-°%, an aufwarts 
eintreten. Da man mit der Dithizonkolorimetrie Werte bis zu 1 y 
bestimmen und bis zu 0,5 y nachweisen kann, muB man also mindestens 
5ecm Blut zur Analyse verwenden. Am besten ware es wohl, 10 ccm 
Blut zu analysieren (5ccm Blut enthalten 0,5 y Blei bei einem Blut- 
spiegel von 0,01 mg-%). Diese Blutmenge setzt aber der Haufigkeit, 
mit welcher Blutproben bei einer etwaigen Vergiftung oder zwecks 
Kontrolle waihrend der Behandhing einer Bleivergiftung entnommen 
werden kénnen, eine Grenze. 

Seelkopf und Taeger (23) teilen eine Bleibestimmungsmethode in organi- 
schem Gewebe mittels der Dithizonkolorimetrie mit. Nach ihren Angaben 
soll das Blei als Sulfid mit Schwefelwasserstoff gefallt werden; das Sulfid wird 
gereinigt und durch Filtration isoliert. Dies ist unseres Erachtens ein 
umstandlicher ProzeB, der die Fehlerméglichkeiten vergré6Bert. Unser 
Bestreben war, alle Fallungen, Filtrationen und Zentrifugierungen zu ver- 
meiden, da damit stets die Gefahr eines Bleiverlustes verbunden ist, der bei 
so geringen Mengen, um die es sich hier meist handelt, von wesentlicher 
Bedeutung sein muf. 


Experimentelle Untersuchungen. 


Unsere Untersuchungen muBten notwendigerweise mit einer 
Dithizonkolorimetrierung mit reinen Reagenzien und bekannten Blei- 
mengen beginnen, damit die Gewahr fiir die Richtigkeit unserer kiinftigen 
Ergebnisse gegeben war. 

Die verwendeten Reagenzien waren: 1. Dithizon, 6mg in 100 ccm 
CCl, 2. Ammoniak, wasserig, 1cem konz. NH, auf 200ccm Wasser. 
3. 5° ige KCN-Lésung, KCN p.a. 4. PbNO,-Standardlésung, 2 y Pb 
pro lecem. 

Reinigen der Dithizonlésung nach Fischer und Leopoldi (15): Das 
kéufliche Dithizon wird in CCl, gelést (6 mg in 100 ccm). Uberfiihren der 
Lésung in einen Scheidetrichter, Zusetzen von etwa 40 cem verd. Ammoniak, 
kraftiges Schiitteln wahrend 5 Minuten. Das Dithizon geht in die ammo- 
niakalische Lésung iiber, die eine gelbbraune Farbe annimmt, wahrend 
Verunreinigungen wie Metalldithizonate, teilweise oxydiertes Dithizon und 
andere Verunreinigungen im CCl, zuriickbleiben. Ablassen der CC1,-Schicht 
und Zugabe weiterer 100 cem CCl,. Neutralisieren oder schwaches Anséuern 
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der wasserigen Schicht mit einem Tropfen konz. Salpeterséure (Lackmus- 
kontrolle) und erneutes Schiitteln. Das reine Dithizon geht in den Tetra 
chlorkohlenstoff tuber, welcher wieder tief griin wird. Das fertige Reagens 
ist vollkommen bleifrei. Die Lésung wird unter einer diinnen Schicht 
Wasser, dem einige Kérnchen Na, 8,O, zugesetzt sind, aufbewahrt. 

Das verwendete Wasser, sowohl zum Lésen der Reagenzien wie zum 
Ausspiilen der Glaser, muB in einer Glasapparatur destilliert werden (Metall- 
teile jeglicher Art sind zu vermeiden, ganz besonders Metallkiiller). 

Die Arbeitsweise bei Ausfiihrung der AKontrollanalysen war folgende: 
Einbringen einer bestimmten Menge Bleistandardlésung in den Scheide- 
trichter, Zugabe von etwas verd. Ammoniak zur schwachen Alkalisierung 
der Lésung, Zusatz von 5cem 5° iger KCN-Lésung und 10 cem CC\,. 
Das Cyankalium hat den Zweck, eine schnelle Trennung der beiden Schichten 
herbeizufiihren. Schiitteln der Mischung im Scheidetrichter wahrend 
5 Minuten. Ablassen der bei Gegenwart von Blei rotgefarbten CCl,-Schicht 
in die Kiivette. Nach 1 Minute Stehen (zur Klérung des CCl,) Messung im 
Stufenphotometer gegen eine Kompensationskiivette, welche mit reinem 
H,O oder CCI, gefiillt ist. Bei kleinen Mengen Blei (0,5 bis 5 v) Verwendung 
einer 3-cm-Kiivette. Division der abgelesenen Extinktion mit der Kiivetten- 
lange in em zwecks Ermittlung des Extinktionskoeffizienten. 

So bestimmten wir den Extinktionskoeffizienten einer Reihe von 
Bleilésungen. Bei graphischer Darstellung der erhaltenen Werte 
(Extinktionskoeffizient als Abszisse, Bleimenge als Ordinate) erhiilt 
man eine gerade Linie. Demzufolge war das ,, Beersche Gesetz* fiir die 
Reaktion giiltig innerhalb des Gebietes, das die von uns kontrollierten 
Werte decken. Es ergab sich auBerdem, da diese Kurve sehr genau 
mit der von Seelkopf und Taeger angegebenen iibereinstimmt. 





Verwendete An Hand der Kurve Verwendete An Hand der Kurve 





Bleimenge erhaltene Menge Bleimenge erhaltene Menge 
15y | 15, 1,6; Ly 7,07 6,9, 7,4; 
2,0 y 2,0, 2,1, 21 y 8,0» 8.0, 83; 
2.5 y 2.4, 2.6, 2.6 y 9.0 y 8,6, 9,0» 
3,5 y 8,5, 3,5, 3,7; 10,0 y 9,8, 10,0» 
6,5 y 6,3, 6,5, 6,8 y 11,0 y 10,7, 10,8 y 


Wie man sieht, ist keine Abweichung gréBer als 5%. 

Diese Ergebnisse sind mit reinen Reagenzien erhalten worden. Als 
nachstes untersuchten wir, ob die Reaktion stattfindet, wenn das Blei 
unter den Bedingungen vorliegt, die durch den AufschluB des Blutes 
gegeben sind. Zu diesem Zweck fiihrten wir Analysen unter Zusatz 
der Metalle und Anionen aus, die in der AufschluBfliissigkeit vorhanden 
sein wiirden, namlich Na, K, Ca, Mg, Fe, PO,, Cl, SO,. Alle diese 
Substanzen erwiesen sich, mit Ausnahme von Eisen, als bedeutungslos 
fiir das Analysenergebnis. Beziiglich Ca und PO, gilt dies jedoch nur, 
solange die vorhandenen Mengen so gering sind, daB sich in der alkali- 
schen Fliissigkeit keine nennenswerten Niederschlage bilden, was bei 
Blut bekanntlich nicht der Fall ist. Daraus laBt sich der SchluB ziehen, 
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daB Bleianalysen im Serum leicht ausgefiihrt werden kénnen; eine 


teihe von Analysen bestitigt diese Annahme. Eine gréBere Menge 
Serum aus nicht hamolysiertem Blut wurde auf Blei untersucht und 
der Bleigehalt zu 0,0 y Blei gefunden. Sodann wurden zu je 1 ccm 
dieses Serums wechselnde Mengen Blei in Form der PbN O,-Standard- 
lésung zugesetzt. Die Proben wurden aufgeschlossen (s. 8S. 389) und das 
Blei mit Dithizon bestimmt. 





Zugesetztes Blei Gefundenes Blei Zugesetztes Blei Gefundenes Blei 


0,5—0,6 y 5,0 48— 51 y 
1,0—1,1 y 10,0 y 9.8—10.3 » 
1,9—2,1 y 20,0 » 19,6—20,3 

Bleibestimmungen im Gesamtblut haben gréBeres Interesse. Aus 
diesem Grunde muB die Gegenwart von Eisen in der aufgeschlossenen 
Analysenprobe beriicksichtigt werden. 

Die Gegenwart von Eisen in der Analysenfliissigkeit bringt mehrere 
Schwierigkeiten mit sich. Erstens vermag Ferriion, das bei der feuchten 
Veraschung mit Schwefel-Salpetersiure vorliegt, das Dithizon zu 
oxydieren. Zweitens erfolgt die Reaktion zwischen Blei und Dithizon 
in alkalischer Lésung, so daB das Eisen als Hydroxyd ausfallt. Diese 
aiuBerst voluminésen Niederschlige vermégen andere Salze mitzureiben, 
u.a. auch Blei. Dies hat sich bei unseren Untersuchungen in allen 
Punkten bestatigt. Das Dithizon wird leicht oxydiert, wovon man sich 
durch Schiitteln einer Dithizontetrachlorkohlenstofflésung mit einer 
schwachen Ferrichloridlésung iiberzeugen kann. Die urspriinglich 
griine CCl,-Schicht wird schnell entfairbt. Sofern man die Ferrichlorid- 
lésung erst zusetzt, nachdem man die Dithizonlésung mit einer blei- 
haltigen Lésung geschiittelt hat, verschwindet auch diese rote Farbe 
rasch. Bei weiteren Versuchen hat sich ergebeh, da auch Ferroionen 
imstande sind, die Bleidithizonreaktion zu stéren. Die Oxydation 
erfolgt also durch den Sauerstoff der Luft, wahrscheinlich unter kata- 
lytischer Vermittlung der Ferroionen. Unter diesen Umstianden wird 
es notwendig, das Eisen nicht nur zu reduzieren, sondern auch in diesem 
Zustande festzuhalten, was u.a. durch AusschluB des Luftsauerstoffs 
geschehen kann. — Versuche iiber den EinfluB von ausfallendem Eisen- 
hydroxyd haben ergeben, daB das zugesetzte Blei ganz oder teilweise 
aus den Analysen verschwindet, sobald diese Niederschlige auftreten. 
Die Analyse wird dadurch natiirlich vollkommen wertlos. Es ist gleich- 
giltig, ob die Niederschlage aus Ferro- oder Ferrihydroxyden bestehen. 
Zugabe von Ammonacetat oder anderen Substanzen, die mit Blei 
Komplexverbindungen eingehen, ist nutzlos. Es ist also notwendig, 
das Eisen in eine Form zu iiberfiihren, in der sowohl die verschiedenen 
Oxydationsprozesse wie auch die Ausfallungsreaktionen ausgeschlossen 
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sind. Eine derartige Ausschaltung des ionogenen Eisens ist durch die 


Uberfiihrung in Komplexsalze méglich. Von diesen haben wir die 


Tartrate, die Citrate und die Eisencyankomplexe untersucht und ganz 
allgemein gefunden, da diese Komplexe sich hinsichtlich der oxydativen 
Wirkung genau wie Ferro- und Ferriionen verhalten. (Besonders stark 
ist dies bei Kaliumferricyanid der Fall, was zu erwarten war.) 

Kine Bleidithizonlésung oder eine Lésung von Dithizon allein in CC1, 
wird beim Schiitteln mit wasseriger Kaliumferrocyanidlésung in Gegenwart 
von Luft schnell entfarbt. Daraus folgt, daB es zur Erzielung brauchbaret 
Werte notwendig ist, entweder mit einem Uberschu8 an Reduktionsmitteln 
zu arbeiten oder den Sauerstoff durch ein indifferentes Gas zu ersetzen und 
so die Aufoxydierung des reduzierten Eisenkomplexes zu verhindern. Hin- 
sichtlich der oxydativ-katalytischen Wirkung verhielten sich die komplexen 
Citrat- und Tartrateisensalze wie die Ferro- und Ferricyanidkomplexe. Die 
Tatsache, daB man zur Trennung der Schichten Cyankalium zugibt, legt 
es nahe, das Eisen tiberhaupt in Form von Ferrocyankomplexen aus der 
Reaktion auszuschalten und damit die verschiedenen Stérungen zu_be- 
seitigen. Indessen erfolgt auf Zusatz von Cyankalium zu der schwach 
schwefelsauren, eisenhaltigen Lésung die Bildung blauer bis blaugriin 
gefarbter Lésungen, aus denen sich bei Zugabe von Na,S,O, zuerst vor- 
iibergehend tiefblau gefarbte Fallungen von ,,Turnbulls Blau‘‘ ausscheiden, 
die schnell in Wei iibergehen (Ferro-Ferrocyanid). Auf Zugabe von 
Ammoniak farbt sich Niederschlag und Lésung braunlich und beim Er- 
warmen tritt Lésung ein. Wenn man andererseits Ammoniak vor dem 
Na, 8, O, zusetzt, so scheiden sich braune Flocken aus der blauen Lésung aus, 
auf Zusatz von Na,S,O, und Erwarmen tritt Aufhellung und Lésung ein. 
Da die Zahl der notwendigen Manipulationen auf ein Mindestmaf be- 
schrankt werden sollte, ist es also notwendig einen Arbeitsgang zu finden, 
der ohne Erwarmen und direkt im Scheidetrichter ausgefiihrt werden kann, 
denn jede Zwischenschaltung eines weiteren GlasgefaBes erhéht die Zahl der 
Fehlerquellen. Zu diesem Zwecke wird die schwefelsaure eisenhaltige L6osung 
mit Ammoniumcitrat versetzt, wobei sich ein gelb gefarbter Ferricitrat- 
komplex bildet, der sich auf Zusatz von Cyankalium unter Bildung des 
Ferricyankomplexes tief braun farbt. Dann wird mit Na,S,O, reduziert 
(Aufhellung der Lésung) und Ammoniak zugegeben. Grundsatzlich ist 
darauf zu achten, daB die Reduktion in alkalischer Lésung vor sich geht. 
Durch eine Reihe von Versuchen, die hier nicht weiter beschrieben werden 
sollen, hat sich ergeben, daB die Reduktion des Citratkomplexes in saurer 
Losung zwar sehr schnell erfolgt, daB aber bei nachfolgender Zugabe von 
Ammoniak sofort Ferrosulfid ausfallt. Erfolgt die Reduktion in ammo- 
niakalischer Citratlésung durch nachtragliche Zugabe von Na,8,QO,, so tritt 
keine Ausfallung von Ferrosulfid ein. Es ware also grundsatzlich méglich, 
ohne Cyankalium als Komplexbildner zu arbeiten, indessen ist es einst- 
weilen nicht gelungen, eine andere geeignete Substanz zu finden, die das 
Cyankalium hinsichtlich seiner die Oberflichenspannung vermindernden 
Eigenschaft ersetzen kénnte. Wir haben Na,S,O, als Reduktionsmittel 
gewahlt, da es kraftig reduziert, keinen Schwefel ausscheidet und leicht zu 
handhaben ist. Versuche mit Na, 8,0, miBlangen vollkommen. —— SchlieBlich 
muB darauf hingewiesen werden, daB es nicht gelingt, einen etwa mit 
Ammoniak (zum Abstumpfen der Schwefelséure) ausgefallten Kisen- 
hydroxydniederschlag mit Cyankalium in befriedigender Weise wieder in 
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Losung zu bringen. Nach Durchfiihrung der Reduktion wird der ver- 
wendete Scheidetrichter mit Stickstoff (aus einer Bombe) ausgeblasen und 
man ist sicher, daB keine Oxydation stattfinden kann. Man kann iibrigens 
auch in Gegenwart von Luft arbeiten, sofern man einen UberschuB von 
Na, 5,0, anwendet und eine bestimmte Nchiittelzeit (in unseren Versuchen 
5 Minuten) nicht tiberschreitet. Beim Verlangern der Schiittelzeit mu®B mehr 
Na,S,O, zugegeben werden. Da sich wisserige Na,S8,O,4-Lésungen nicht | 
halten, wendet man die Substanz in festem Zustande an. 

Wir haben mit dieser Arbeitsweise: Zugabe von Ammoniumcitrat 
und Cyankalium! sowie Na,S,O, und nachfolgendem Zusatz von 
Ammoniak und Dithizonausschiittelung in Gegenwart von Stickstoff, 
eine Reihe von Analysen mit konstanten Mengen Blei und wechselnden 
Mengen Eisenchlorid ausgefiihrt. Die Eisenmengen waren den Werten, 
die man im menschlichen Blute finden kann, angeglichen. Angewandt 
je 2y Pb (als PbNO,) in lcem: 








Eisen Pb gefunden Eisen Pb gefunden 
0,10 mg 2,0 y 0,60 mg 1,9 
0,25 , 2,1 1,00, 21y 
0,40 , 197 ~ 5,00 , 2,0 


Auch bei Verwendung wechselnder Mengen Blei und konstanter 
Mengen Eisen erweist sich die Methode als befriedigend. Angewandt 
je 0,5 mg Eisen: 





Pb gegeben Pb gefunden Pb gegeben Pb gefunden 
0,5 y 0,5—0,6 2,5 2,4—2.6 y 
1,07 0,9—1,0 » 5,0 y 4,8—5,1 7 


Der AufschluB der Blutproben zur Bleibestimmung erfolgt in 
Mikro- Kjeldahl-Kolben unter Verwendung von 15 ccm konz. Schwefel- 
siure pro 10 ccm Blut. Zur schnelleren Oxydation setzt man drei- bis 
viermal einige Kristalle KNO, p.a. zu. Nach dem vollkommenen 
Klarbrennen wird noch eine halbe Stunde gekocht. Abkiihlen und 
vorsichtiger Wasserzusatz bis alle Salze gelést sind. Vorsichtiges Um- 
schwenken des Kolbens und Uberfiihrung der Fliissigkeit in eine Por- 
zellanschale, zweimaliges Ausspiilen des Kolbens mit wenig Wasser. 
EKindampfen der Fliissigkeit im Abzug bis fast zur Trockne; der Riick- 





stand darf nicht gegliiht oder so stark erhitzt werden, daB die Tem- 
peratur 550° iiberschreitet, wodurch erhebliche Bleiverluste eintreten 
wiirden. Man entfernt deshalb am besten den Brenner, wenn noch 
einige Tropfen Fliissigkeit sich in der Schale befinden. Lésen des 
Riickstandes in etwa 10 cem Wasser unter Umriihren mit einem Glas- 

! Die Reihenfolge kann auch Ammoniumcitrat, Ammoniak, Na,5,O,, 


Cyankalium sein, wobei auBerdem Cyankalium und Na,8,O, die Platze 


tauschen kénnen. 
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stab, Uberfiihren in einen Scheidetrichter, zweimaliges Nachspiilen der 
Schale mit destilliertem Wasser und Zugabe der Reagenzien in der be- 
schriebenen Reihenfolge. Hier ist jedoch zu bemerken, daB die wasserige 
Losung nahezu gesattigt ist in bezug auf einige Salze. Aus diesem 
Grunde wird jener Teii des Dithizons, der nicht an das vorhandene 
Blei gebunden ist, nicht in seiner Gesamtheit aus der CCl,-Schicht in 
die wasserig-alkalische Schicht iibertreten, so daB die CCl,-Schicht ihre 
griine Farbe beibehalt, selbst wenn sie um einige Grade heller wird. 
Man muB deshalb die CCl,-Schicht in einen kleinen Scheidetrichter ab- 
lassen und mit etwa 10cem verd. Ammoniak (1: 200) ausschiitteln, 
wodurch das iiberschiissige reine Dithizon entfernt wird, waihrend das 
Bleidithizonat zuriickbleibt und die Lésung ihre rote charakteristische 
Farbe annimmt. 

Um den Beweis zu fiihren, daB Eisen keinen EinfluB auf die nach 
der beschriebenen Weise untersuchten Proben hat, wurden von einer 
0,05 %igen Ferrichloridlésung Proben zu je 1ecem entnommen und 
wechselnde Mengen der Bleinitratstandardlésung zugegeben. Der eine 
Teil dieser Proben wurde direkt mit Dithizon untersucht, waihrend die 
entsprechenden Parallelproben zuerst einem AufschluB in obiger Weise 
unterworfen wurden. 





Pb gefanden 


Fe Pb zugesetzt : : ; 
ohne AufschluB mit AufschluB 
0,5 mg 0,5 y 0,55 0,5 7 
OD . 1,0 » 1,0 y 0,9 7 
05 , 2.0 y 1,9» 21; 
0,5 , 5,0 7 5,2 y 4.95 
05 , 10,0 y 9.8 » 10,3 y 


Fernerhin wurden von dem gleichen Gesamtblut Proben zu je 
10 cem entnommen und wechselnde Mengen Bleinitratstandardlésung 
zugesetzt. 10 ccm Gesamtblut enthielt ohne Bleizusatz 0,1 y Blei. 


Praformiertes Blei im Gesamtblut 0,1 y. 





Blei Blei Blei Blei Blei Blei 
zugesetzt insgesamt gefunden zugesetzt insgesamt gefunden 
0,5 y 0,6 0,55 5.0; 5,1 y 5,3 5 
1,0 Lly 1,2; 10,0; 10,1; 9,9; 

2,0 y 21y 2,1 
Methode. 


Unter Beriicksichtigung unserer experimentellen Befunde wenden 
wir nunmehr folgende Methode an: 

Die Blutprobe wird in ein absolut reines, vorher ausgedimpftes 
Glas gegeben, welches einige Kristalle Ammonoxalat enthalt. Sodann 
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werden 5cem oder 10cem abgemessen, in einen Mikro-Kjeldahl-Kolben 
gebracht und mit konz. Schwefelsaure (15 cem pro 10 cem Blut) im Abzug 
zum Sieden erhitzt. Sobald alles Wasser verdampft ist, werden einige 
Kristalle KN O, (p. a.) zugefiigt. Dies wird drei- bis viermal wiederholt, 
mit 5 bis 10 Minuten Zwischenpause. Nach dem Klarwerden wird eine 
weitere halbe Stunde erhitzt. Abkiihlen, Zusatz von so viel destilliertem 
Wasser, daB alle Salze, die im Kolben auskristallisiert sind, gelést 
werden (etwa 10 ccm Wasser). Uberfiihren in eine kleine Porzellan- 
schale. Zweimaliges Nachspiilen des Kjeldahl-Kolbens mit 2 cem 
Wasser. Eindampfen der Fliissigkeit in der Porzellanschale im Abzug 
bis auf einige Tropfen. Gliihen ist zu vermeiden. Lésen des Riick- 
standes in 5cem Wasser unter Erwarmen und Umriihren mit Glasstab. 
Zugabe von 1 cem 5°%igem Ammoncitrat, Uberfiihren in den Scheide- 
trichter. Zweimaliges Nachspiilen der Schale mit wenig Wasser. Zugabe 
von etwas konz. Ammoniak (Blaufiérbung von Lackmus), Zugabe von 
5cem 5 %iger Cyankaliumlésung sowie einer Messerspitze Na, 8,0, und 
10 cem Dithizonreagens. Ausblasen des Scheidetrichters mit Stickstoff 
aus einer Bombe und erneute Zugabe von Na,S,O, (eine kleine Messer- 
spitze). VerschlieBen des Scheidetrichters mit gut eingeschliffenem 
Stépsel, kraftiges Schiitteln wahrend 5 Minuten. Ablassen der Tetra- 
chlorkohlenstoffschicht in einen neuen Scheidetrichter, Zugabe von 
10 cem verdiinntem Ammoniak (1: 200). Erneutes kraftiges Schiitteln 
(4 Minuten). Sofern Blei zugegeri, ist die CCl,-Schicht rot gefarbt. 
Ablassen der CCl,-Schicht in die Photometerkiivette (je nach Farben- 
intensitat zu 3, 2 oder 1 cm). Stehenlassen in geschlossenem Zustand 
um Verdampfung des CCl, zu verhindern — wahrend einiger Minuten, 
damit die Lésung vollkommen klar wird. Kolorimetrierung im Stufen- 
photometer mit reinem Wasser oder CCl, in der Kompensationskiivette. 
Filter S 53. Ablesen der Extinktion EZ auf der'Trommel und Berechnung 
des Extinktionskoeffizienten. Die vorhandene Menge Blei kann dann 
direkt aus der Kurve abgelesen werden. Sofern es sich um Bleibestim- 
mungen im Serum handelt, wird die Methode einfacher. Man arbeitet 
wie bei Gesamtblut, nur ist Zusatz von Ammoncitrat und Na,S,0O, 
iiberfliissig, desgleichen ist das Fiillen des Scheidetrichters mit Stickstoff 
unnotig. 

Bei Bleianalysen im Stuhl oder organischen Gewebe wird eine 
bestimmte Menge davon zur Trockne verdampft (Sandbad, 250°) und 
fein gepulvert; 0,1 bis 0,5 g Substanz in gepulvertem Zustand werden 
mit der 20fachen Menge konz. Schwefelsiure aufgeschlossen. Der 
weitere Gang der Analyse ist genau wie bei Gesamtblut. 


Reagenzien. 


1. Konz. H,SO,, bleifrei. — 2. KNO, p. a. krist. — 3. 5 °oige Ammon- 
citratlésung, Ammoncitrat p. a. — 4. 5° ige KCN-Lésung, KCN p. a. — 
5. Na,S,O, gepulvert, p.a. — 6. Ammoniak konz. p. a. — 7. Ammoniak 
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verd. (1: 200). — 8. Dithizonlésung, 6mg in 100 cem CCl,, aufbewalrt 
unter wiasseriger Na, S8,O,-Lésung. — 9. Destilliertes Wasser. -— 10. Stick- 
stoffbombe. 


Anwendbarkeit der Methode und Fehlerquellen. 


3eim Arbeiten mit so geringen Bleimengen ist auch die geringste 
Verunreinigung der Reagenzien oder Kolben mit Blei von entscheidender 
Bedeutung fiir das Analysenergebnis. Blei ist verhaltnismaBig ver- 
breitet in unserer Umgebung (18) (im Staub, im Leitungswasser usw.). 
Aus diesem Grunde miissen alle verwendeten Kolben und GefiBe pein- 
lichst gereinigt und mit destilliertem Wasser, das in einer Apparatur 
aus moglichst bleifreiem Glas destilliert wird, nachgespiilt werden, 
und zwar direkt vor dem Gebrauch. Auf jeden Fall miissen Metall- 
kiihler in der Anlage fiir destilliertes Wasser vermieden werden. Zum 
Lésen sdimtlicher Reagenzien und wahrend der ganzen Analyse darf 
nur aus einer Glasapparatur destilliertes Wasser verwendet werden. 

Die verschiedenen Reagenzien miissen so bleifrei wie nur méglich sein. 
Konz. Schwefelsiure p.a., deren Bleigehalt im Garantieschein angegeben 
wird, ist im Handel. Ammoniak p. a. ist bleifrei und kann auBerdem leicht 
durch Destillation von Ammoniak in eine stark gekiihlte Vorlage mit 
destilliertem Wasser erhalten werden. Das Reinigen der Dithizonlésung 
ist bereits anfangs beschrieben. Sollte Kaliumnitrat p. a. mit Blei verun- 
reinigt sein, so kann es einfach in folgender Weise gereinigt werden: eine 
Lésung von KNO, wird ammoniakalisch gemacht und mit Dithizonlésung 
im Scheidetrichter geschiittelt. Ablassen des Tetrachlorkohlenstoffes. 
Zugabe von reinem Tetrachlorkohlenstoff, Ansiuern der Lésung, erneutes 
Ausschiitteln. Das Dithizon geht nunmehr aus der wasserigen Lésung in 
die CCly-Schicht zuriick, die wieder abgetrennt wird. Eindampfen der 
wasserigen KNO,-Loésung. Auskristallisieren des Nitrates. Von KCN und 
Na, S,O, werden nur p. a. Praparate angewandt. 

Trotz sorgfaltiger Reinigung der Reagenzien wird man in der 
Regel mit einer bestimmten kleinen Bleimenge in den Reagenzien 
rechnen miissen. Diese Menge ist durch Blindproben zu ermitteln und 
die Blindwerte sind von den bei den Analysen gefundenen Werten ab- 
zuziehen. Die Blindwerte sollen 2,5 y nicht tibersteigen. In unseren 
Analysen haben die Blindwerte konstant 2,2 y betragen. 

Die Analysen miissen nicht in einem Zug ausgefiihrt werden. Die 
feuchte Veraschung kann gut an einem Tage und die Bestimmung 
(Dithizonausschiittelung) am nachsten Tage erfolgen. Die rote Blei- 
dithizonfarbe halt sich 4 Stunden unverandert, wenn man nur dafiir 
sorgt, daB nichts vom Lésungsmittel, CCl,, verdampft. 


Wahrend des Kolorimetrierens mu man darauf achten, das die 
Endflachen der Kiivette optisch vollkommen klar sind. Man nimmt 
mehrere Ablesungen vor, wobei man auf Farbengleichheit ,,einpendelt*. 
Der Beobachter, welcher die Ablesungen vornimmt, soll in dauernder 


26 * 
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Ubung sein. Ist dies der Fall, so kann man mit einer solchen Genauig- 
keit ablesen, daB der Ablesungsfehler + 05°, nicht iiberschreitet. 

Unter Beriicksichtigung der bisher genannten Umstande und nach 
mehrfacher Bestimmung des Blindwertes der verwendeten Reagenzien 
ist die Genauigkeit der Methode verhaltnismabig groB und mu als 
befriedigend bezeichnet werden. Wir haben bei den nach dieser Methode 
von uns ausgefiihrten Analysen eine maximale Streuung von 6,5°,, 
und eine durchschnittliche von 3,8°,, gefunden. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine neue Methode zur Bestimmung sehr kleiner Mengen 
Blei in organischen Korperfliissigkeiten, insbesondere in Blut sowie auch 
in anderem biologischen Material mitgeteilt, bei welcher das Blei ohne 
Entfernung des Eisens bestimmt wird. Alle Fallungen, Filtrationen u. a. 
werden vermieden. 

Kine Blutmenge von 5 bis 10 cem ist ausreichend. Das Prinzip der 
Methode ist die Dithizonreaktion, wie sie von Seelkopf und Taeger zum 
Bleinachweis im Harn ausgearbeitet wurde. Indessen macht der Eisen- 
gehalt des Blutes eine Modifikation notwendig. Zur Ausschaltung der 
Oxydationswirkung des Eisens wird Na,S,O, zugegeben, weiterhin 
fiigt man Ammoniumcitrat hinzu, um das Eisen komplex in Lésung zu 
halten, und schlieBlich wird das Eisen durch Zugabe von Cyankalium 
in einen sehr stabilen Komplex iibergefiihrt. Die Dithizonausschiittelung 
findet unter SauerstoffausschluB statt. Der AufschluB erfolgt in Mikro- 
Kjeldahl-Kolben mit Schwefelsiure und KNO,. Da die nach dem 
AufschluB und Abrauchen der Schwefelséure durch Zugabe von Wasser 
entstehende Fliissigkeit mit Salzen nahezu gesattigt ist, muB man nach 
der Dithizonausschiittelung die Tetrachlorkohlenstoffschicht in einen 
Scheidetrichter ablassen und mit Ammonidk nochmals ausschiitteln. 
Mit dieser Methode konnten geringe Mengen Blei mit einer Streuung 
von 3,8°%, bestimmt werden. 
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Uber das Skorpiongift. 
Von 
Chr. Tetseh und K. Wolff. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 11, Mdrz 1937.) 


I. 


Die Auffassung von der chemischen Natur der tierischen Gifte hat 
im Laufe der letzten 50 Jahre eine Wandlung erfahren. Die zunachst 
herrschende Vorstellung, daB die tierischen Gifte Toxalbumine seien (1), 
wurde von Faust (2) umgestoBen, dem es angeblich gelungen war, aus 
einigen Schlangengiften stickstofffreie Substanzen zu gewinnen, die an 
Giftigkeit das ,,eiweiBhaltige‘‘ Ausgangsmaterial um etwa das Fiinffache 
iibertrafen. Eingehende Untersuchungen verschiedener Forscher (3) 
der letzten’ Jahre haben die Untersuchungen Fausts zweifelhaft er- 
scheinen lassen. Die alte Vorstellung von der eiweiBartigen Natur 
einer Reihe tierischer Gifte scheint sich auf Grund dieser neuesten 
Untersuchungen doch zu bestatigen. Vorliegende Arbeit soll einen 
neuen Beitrag zur Erkenntnis der Natur der tierischen Gifte liefern. 


‘ 


Wahrend die pharmakologischen Eigenschaften des Skorpiongiftes 
ziemlich genau untersucht sind, ist tiber seinen chemischen Charakter 
sehr wenig bekannt. Nach Calmette (4) téten 0,5 mg des Giftes ein 
Meerschweinchen in weniger als 24 Stunden unter ahnlichen Erschei- 
nungen wie Schlangengift. Kubota (5) findet die d. 1. m. fiir Maéuse beim 
mexikanischen Skorpion mit etwa 0,015 mg und beim chinesischen mit 
1,5 mg pro g. Er beschreibt die Wirkung des Giftes als strychninartig 
und blutdrucksteigernd und glaubt, daB die wirksame Substanz eiweiB- 
artiger Natur ist. Bardier und Stillmunkés (6) bezeichnen die Wirkung 
des Giftes des algerischen Skorpions als adrenalinartig. 


Wir haben uns mit der Untersuchung des Giftes des syrischen 
Skorpions beschaftigt?. 

150 Stachel des syrischen Skorpions wurden fein zerrieben und mit 
50cem H,O und einigen Tropfen Eisessig 12 Stunden geschiittelt. Die 
Lésung wurde zentrifugiert und mit gesattigter wasseriger Pikrinsaure- 

1 Das Ausgangsmaterial wurde uns in dankenswerter Weise von Herrn 
Kaufmann Assouad, Berlin, zur Verfiigung gestellt. 
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losung nach der schon friiher fiir Schlangen- und Bienengift beschriebenen (7) 
Methode versetzt. Es fiel ein flockiger, gelber Niederschlag aus, der nach 
zwolfstiindigem Stehen abzentrifugiert wurde. Er wurde einmal mit ge- 
sittigter, wasseriger Pikrinséurelésung auf der Zentrifuge nachgewaschen. 
Das Zentrifugat wurde in wiasserigem Alkohol gelést, filtriert und mit 
einer 10°, H,O und 2,5°, HCl enthaltenden Acetonlésung unter kriftigem 
Riibren versetzt. Es fiel ein weiBer, flockiger Niederschlag aus. Dieser 
wurde abzentrifugiert und auf der Zentrifuge zunachst mit Aceton, dann 
mit Ather ausgewaschen. Ausbeute: 36,5 mg. 

Das auf diese Weise gewonnene Produkt ist eine schneeweibe, 
amorphe Masse, die sich leicht in Wasser lést. Thre Elementaranalyse 
lieferte folgende Werte: C 43,6°,, H 6.8%, N 13,6°, S 3.8% und 
Cl 5,5°%. Auf Grund seiner Analyse und seiner Reaktionen ist es das 
Hydrochlorid eines basischen Kérpers, der den Bienen- und Schlangen- 
giften chemisch nahesteht. 

Die so gewonnene giftige Substanz reiht sich auf Grund dieser 
Zusammensetzung in die Reihe Bienen-, Crotalus- und Cobragift (8) 
ein. Seinem Schwefelgehalt nach steht es zwischen Crotalus- und 
Cobragift. _Dementsprechend konnte erwartet werden (9), dab es 
seiner Toxizitét nach zwischen diesen beiden Giften stehen miisse. 


EY. 
Die Auswertung der so gewonnenen Substanz erfolgte an weiben 


Mausen von etwa 20 g Gewicht, die demselben Stamme angehérten, in 
einem Raum, dessen Temperatur nur wenig schwankte. 


Tabelle I. 
(Die Zeichen + und — bedeuten je einen Maiuseversuch; — die Maus iiber- 
lebte die nachsten 24 Std. nach der Injektion, + die Maus kam ad 
exitum innerhalb 24 Std.) 








+1 | . sie 
signa Skorpiongift y ll Skorpiongift 
0.3 ——— 0,8 > Sp rs — 
0.4 elas ake 1,0 ++++ 
0,5 —_——— 12 a 
0.6 ees ee 1,5 poe oe 
0.7 ie ter Pee Saree 1,8 + + 


Die tédliche Grenzdosis des Skorpiongiftes betragt also etwa 0,8 » 
pro g Maus. Da wir in unserer ersten Arbeit eine Grenzdosis von 0,7 yg 
Maus fiir unsere Fraktion aus dem Crotalusgift angegeben hatten, 
wiirde dieser Befund unserer Auffassung, daB zwischen Toxizitat und 
Schwefelgehalt eine Beziehung besteht, widersprechen. Wir nahmen 
deshalb eine erneute Auswertung der ebenfalls nach oben beschriebenen 
Verfahren aus dem Crotalus- und dem Bienengift erhaltenen Sub- 
stanzen vor. 
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Tabelle II. Tabelle III. 
Dosis Crot: , Dosis 
yig Maus rotalusgift y/g Maus Bienengift 
1,0 10 ora 
1,2 — 15 wiih 
1,5 + 20 aa 
1,6 30 1 - 
1,8 + 40 — 
2.0 + 50 i 
2,2 +—- 60 —-——— 
2,5 + 70 ey 
3,0 pata woe ie 80 + + 
3.5 + + 90 ae pe ges 
4.0) + + 100 ee Se a 


Es ergibt sich also die tédliche Grenzdosis der Fraktion aus 
Crotalusgift nunmehr zu etwa 3 y und die aus Bienengift zu etwa 
70 y/g Maus. Zur Toxizitatsbestimmung der Crotalusgiftfraktion be- 
nutzten wir die gleiche Substanz, mit der die Bestimmungen in unserer 
ersten Arbeit vorgenommen worden waren (10). Zur Auswertung des 
Bienengiftes benutzten wir neue Substanz, die aus dem Gift von 
120000 Bienen gewonnen war?. 

Wir sehen, daB sich gegeniiber dem jetzt benutzten Tiermaterial 
die d. 1. m. beim Crotalus- und beim Bienengift um das Vier- bis Sechs- 
fache erhéht hat und somit die Toxizitat bei der Priifung an einiger- 
maBen gleichwertigen Tieren in der Reihenfolge Bienen-, Crotalus-, 
Skorpiongift mit steigendem Schwefelgehalt zunimmt. 

Zur besseren Ubersicht bringen wir eine Tabelle mit den von 
anderen Autoren und von uns gefundenen Werten der d.1.m. und des 
Schwefelgehalts fiir die isolierten Substanzen. 





Bienengift Crotalusgift Skorpiongift Kobragift 
ee aa ee 260 , | 9 ( 5,5 9/9 (Micheel) 
Schwefelgehalt ae “10 3,6 %'o 3,8 S/o 5,19 ; (Wieland u. Konz) 
Tédliche Dosis 10 0,7 0,12 (Micheel) 
iny prog Maus (erste Werte Tetsch a. Wolff) 
70 | 0,8—1 0,15 (Wieland) 


Die hier in ihrer vollsténdigen Zahl angefiihrten Befunde zeigen 
erneut, daB die Austestung eines Giftes nur an einer gréBeren Anzahl 
gleichmaBigen Tiermaterials (30 bis 50 Mausen) einigermaBen zuver- 
lassig erfolgen kann. Ferner ist stets die gleichzeitige laufende Aus- 
wertung eines Standardgiftes erforderlich. 

1 Das native Gift wurde uns von der Firma Dr. C. Wolff zur Verfiigung 


gestellt. Es war nach der von Burk beschriebenen Methode gewonnen 
worden. 
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Zusammenfassung. 


1. Aus 150 Stacheln des syrischen Skorpions werden in Form eines 
Hydrochlorids 36,5mg einer hochtoxischen, amorphen Substanz 
isoliert, die sich auf Grund ihrer Zusammensetzung in die Gruppe der 
Bienen- und Schlangengifte einreiht. 

2. Die friiher vertretene Ansicht, daB zwischen Schwefelgehalt und 
Toxizitét ein urséchlicher Zusammenhang bestehe, erhalt durch die 
Untersuchung des Skorpiongiftes eine neue Stiitze. Es steht nach 
Schwefelgehalt und Toxizitaét zwischen Crotalus- und Cobragift. 

3. Eine zum Vergleich durchgefiihrte gleichzeitige Auswertung 
von Fraktionen aus Bienen- und Crotalusgift, wobei die letztere Sub- 
stanz die gleiche wie bei der ersten Testung ist, ergab eine Verminderung 
der Toxizitat dieser Gifte auf ein Viertel bis ein Sechstel gegeniiber 
einer vor 6 Monaten ausgefiihrten Auswertung, trotz Verwendung det 
gleichen Tierart. 

Literatur. 

1) Bonaparte Lucien, Paris 1843; Mitchell u. Reichert, Washington 1886; 
Martin u. Smith, Proc. Roy. Soe. New South Wales 1892 und 1895; J. of 
Physiol. 15, 380, 1895. —- 2) Faust, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 56, 236, 
1907; 64, 244, 1911. — 3) Micheel u. Jung, Zeitschr. f. physiol. Chem. 239, 
217, 19386; Wieland u. Konz, Sitzungsber. d. Bayer. Akad. d. Wissensch. 
1936; Tetsch u. Wolff, diese Zeitschr. 288, 126, 1936; Havemann u. Wolff, 
ebenda 290, 354, 1937. — 4) Calmette, Le venin des serpents S. 68, Paris 
1896. — 5) Kubota, J. of Pharm. 11, 447, 1918. — 6) Bardier u. Stillmunkes, 
C. r. de la Soc. de Biol. 88, 559, 1923. — 7) Tetsch u. Wolff, diese Zeitschr. 
288, 126, 1936. - 8) Dieselben, ebenda 2SS, 131, 1936. 9) Dieselben, 
ebenda, |. c¢., 1936. 10) Dieselben, ebenda, l.ec., 1936. 














Uber den Vitamingehalt von Weizen und Roggen und der 
daraus hergestellten Mehle und Brote. 
Von 
A. Scheunert und M. Schieblich. 
(Aus dem Veterinar-Physiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 6, Mdrz 1937.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Schon in den ersten Zeiten der Vitamin-B-Forschung, nachdem 
insbesondere die Zusammenhange zwischen Beriberierkrankung und der 
Ernahrung mit poliertem und ungeschaltem Reis, sowie die thera- 
peutische Wirkung der Reiskleie erkannt worden waren, hat man sich 
mit dem Vitamingehalt der Cerealien beschaftigt. Hierbei sind die 
grundlegenden Untersuchungen iiber den Vitamin-B,-Gehalt von 
Chick und Hume? und spater iiber den Vitamin-B,-Gehalt von Aykroyd 
und Roscoe** durchgefiihrt worden. Diese bereits zu dem allgemeinen 
Wissensschatz gehérenden Ergebnisse kénnen an dieser Stelle als 
bekannt vorausgesetzt werden: ebenso bedarf es keines weiteren Ein- 
gehens auf die Untersuchungen iiber die Verteilung der Vitamine der 
B-Gruppe im Weizen*® und ihr Vorkommen in Weizen- und Roggen- 
broten, sowie auf die zahlreichen Arbeiten iiber Vorkommen und Ver- 
teilung dieser Vitamine in anderen Cerealien. Hieriiber ist in den 
zusammenfassenden Werken der Vitaminliteratur eingehend berichtet 
worden®. Fiir die deutschen Ernahrungsverhaltnisse konnten diese 
Untersuchungen nur Anhaltspunkte geben, da bei uns besondere Be- 
dingungen vorliegen, die darin begriindet sind, daB zwei Brotgetreide- 
arten, namlich Weizen und Roggen, verwendet werden, und die weiter 
dadurch ihre Prigung erhalten, daB aus diesen beiden Cerealien Mehle 
und Brote sehr verschiedener Ausmahlungsgrade hergestellt werden. 

Wir fiihrten deshalb in den Jahren 1925 bis 1928 eine ausfiihrliche 
Untersuchung der bei uns iiblichen Mehle und Brote aus Roggen und Weizen 
verschiedenen Ausmahlungsgrades durch. Umfangreiche Vorversuche an 


1 H.Chick u. E. M. Hume, Proc. Roy. Soc. B 90, 44, 1917-1919. - 

2 W.R. Aykroyd u. M.H. Roscoe, Biochem. J. 28, 483, 1929. — * W. R. 
Aykroyd, ebenda 24, 1479, 1930. — 4 7’. B. Osborne u. L. B. Mendel, J. of 
biol. Chem. 88, 557, 1919. — 5 M. Bell u. L. B. Mendel, Proc. Soc. Exp. 
Biol., N. Y., 19, 395, 1921/22; Amer. J. Physiol. 62, 145, 1922. — ® Medical 
Research Council, Vitamins: A survey of present knowledge, p. 156ff, 
London 1932; A. Scheunert im Handb. d. Lebensmittelchemie, herausgeg. 
von A. Bémer, A. Juckenack u. J. Tillmans 1, 902ff. Berlin, Julius 
Springer, 1933. 
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im Handel gekauften Broten wurden dazu von Hahn! und spater von 
Lindner* angestellt. An diese schlossen sich dann Untersuchungen von 
Mehlen und Broten aus eigens dazu beschafftem Weizen und Roggen an. 
Hierbei wurde auch der Vitamingehalt der ganzen Kérner und der Keim- 
linge beriicksichtigt. Die Ergebnisse fiihrten zu einer zusammenfassenden 
Darstellung und wurden auch anderorts mitgeteilt®. In der damaligen Zeit 
gestattete nur der Taubenversuch eine einigermaBen sichere quantitative 
Schatzung. Hierbei wurde festgestellt, daB 6 bis 7 g Weizenkorn und etwa 
10 g Roggenkorn Tauben nach der von uns gewahlten Methode des Schutz- 
versuchs* gerade vor Vitaminmangel zu _ schiitzen vermégen. Roggen 
enthalt also etwas weniger Vitamin B, als Weizen. Die weiteren Ergebnisse 
mit Mehlen und Broten verschiedenen Ausmahlungsgrades sind in Tabelle I 
zusammengestellt. 


Tabelle I. 








Zugabemenge, die Zugabemenge, die 
ee ee Tauben gerade vor ’ a ee Tauben gerade vor 
Art der Zugabe Vitaminmangel Art der Zugabe Vitausinmenee? 
schiitzt schiitzt 
Weizenkorn .... 6— 7¢g Roggenkorn .... etwa l0g 
Weizenmehl 0—94 % 6— &¢g Roggenmehl 0—94 °; etwa 10g 
7 0—82 % 9—10 ¢ + 0—82 °,, 11—12¢ 
in 0-—75% lig a 0—65 % | Schutz nicht 
a 0—60°% Schutz nicht ‘ 0—40% | mehr modglich 
mehr moglich 
Weizenbrot 0—94% 6— 8¢ Roggenbrot 0—94 °, etwa 10¢ 
; g ) 
fi 0—82 o 12—13¢ s 0—82 07 13—15¢ 
x 0—75 % 15—16¢ s 0—65°% ) Schutz nicht 
J 0—60°, || Schutz nicht a 0—40% | mehr moglich 
mehr méglich 


Man sieht, daB mit dem Kleieentzug der Vitamingehalt abnimmt und 
insbesondere bei den geringeren Ausmahlungsgraden von 0 bis 60°,, bei 
Weizen und 0 bis 65°, bei Roggen ein sehr starker Abfall des Vitamin- 
gehalts einsetzt, so daB dann Schutz der Tauben nicht mehr méglich war, 
da die notwendigen Mengen an Versuchsmaterial den Tieren nicht mehr 
beigebracht werden konnten. 

Wachstumsversuche an Ratten, die sich aber nach der damaligen 
Methode auf das gesamte Vitamin B erstreckten, fiihrten zu Ahnlichen 
Ergebnissen, zeigten aber zwischen Roggen und Weizen keine Unterschiede. 
Insgesamt kamen wir damals zu dem SchluB, daB Mehle und Brote 82° iger 
Ausmahlung nur einen wenig geringeren Vitamingehalt als Vollkornmehle 
und Weizen- und Roggenkorn besitzen, daB aber dann der Vitamingehalt 
rasch sinkt. Die Auszugsmehle mit einem Ausmahlungsgrad von unter 


1 W. Hahn, Vet. med. Inaug.-Diss. Leipzig 1924. - 2 W. Lindner, 
ebenda Leipzig 1927. — * A. Scheunert, Der Vitamingehalt der deutschen 


Nahrungsmittel. II. Teil: Mehl und Brot. Berlin, Julius Springer, 1930; 
Handb. d. Lebensmittelehem., herausgeg. von A. Bémer, A. Juckenack u. 
J. Tillmans 1, 903. Berlin, Julius Springer, 1933. — 4 A. Scheunert u. 
M. Schieblich, Handb. d. Lebensmittelchem. 2/2, 1522ff. Berlin, Julius 
Springer, 1935. 
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75°, bei Weizen und unter 65°, bei Roggen enthielten, ebenso wie die 
daraus hergestellten Brote, nur noch Spuren der beiden Vitamine. Fest - 
vestellt wurde weiter, daB der Backvorgang den Vitamingehalt der Mehle 
nicht beeintrdchtiqt. Die Frage der Verwendung von Hefe und Back - 
pulver beim Backen wurde ebenfalls untersucht und dariiber mehrfach be- 
richtet'. 

So klar zur damaligen Zeit diese Untersuchungsergebnisse waren, 
kénnen sie doch jetzt, nachdem quantitative Vitaminbestimmungs- 
methoden ausgearbeitet worden sind, nicht mehr geniigen. Insbesondere 
deshalb nicht, weil es mit ihrer Hilfe nicht gelingt, sicher zu erkennen, 
welchen Anteil Mehl und Brot an der Deckung des Vitamin-B-Bedarfs 
in der taglichen Kost einnehmen. Wir entschlossen uns infolgedessen 
im Jahre 1934, neue Untersuchungen mit quantitativer Methodik durch- 
zufiihren und dabei die Ausmahlungsgrade zu wahlen, die in neuerer 
Zeit iiblich sind. Die Mehltypen werden jetzt nach ihrem Aschegehalt 
charakterisiert, doch liegen die Verhaltnisse so, daB die fiir die Typen 
festgesetzten Aschegehalte genau den friiheren Ausmahlungsgraden 
entsprechen. Es wurden infolgedessen, schon um eine Vergleichs- 
méglichkeit zu haben, auch bei dén neuen Versuchen die Ausmahlungs- 
grade zugrunde gelegt. Hierbei erfreuten wir uns der Unterstiitzung 
des Instituts fiir Millerei, Berlin, und bei der Herstellung der Brote 
des Instituts fiir Backerei daselbst. Wir danken Herrn Prof. Dr. Mohs und 
Herrn Dr. Pelshenke, den Direktoren dieser Institute, herzlichst fiir die 
miihevolle und sorgfaltige Herstellung der Mehle und Brote. Die 
Gesamtzahl der zu diesen Versuchen benutzten Ratten betrug 1281. 


Die Frage des Vitamin-A-Gehalts von Mehl und Brot. 


Nach den friiheren Untersuchungen? enthielten die Keimlinge der 
Cerealien Vitamin A. Wir selbst? konnten mit 1 g Weizenkeim und 
1 g- Roggenkeim als Zulage zum vitamin-A-freien Futter vitamin-A- 
verarmte Ratten nur zu allmahlichem Wachstum bringen. Schatzungs- 
weise entsprach der Vitamin-A-Gehalt von | g dieser Keime der Wirkung 
von 5 internationalen Einheiten Vitamin A, wobei diese Zahl eher noch 
zu hoch als zu niedrig gerechnet angesehen werden muB. Erfahrungs- 
gemaB nimmt man an, daB die Masse des Keimes nur 2,5 bis 6°, der 
Gesamtmenge des Getreidekorns betrigt. Das wiirde bedeuten, dab 
in 100g Vollgetreidemehl 12,5 bis 30 internationale Vitamin-A-Einheiten 
enthalten sind. Da Brote im Durchschnitt 40°, Wasser enthalten, so 


1 4, Scheunert u. M.Schieblich, diese Zeitschr. 202, 380, 1928; 212, 
80, 1929. Weitere Literatur s. bei Scheunert im Handb. d. Lebensmittelchem. 


1, 904. Berlin, Julius Springer, 1933. 2 E.V. McCollum, N. Simmonds 
u. W. Pitz, J. of biol. Chem. 25, 105, 1916. —— * A. Scheunert, diese Zeitschr. 


183, 113, 1927. 
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wurden, falls Trockensubstanz Brot gleich Trockensubstanz Getreide 
gesetzt wird, in 100g Brot aus Vollkornmehl 8.5 bis 21 internationale 
Vitamin-A-Einheiten enthalten sein. Selbst bei Annahme einer Menge 
von 500g Vollkornbrot als Tagesverzehr, die unter den gewéhnlichen 
Verhaltnissen der Stadternahrung kaum erreicht werden diirfte, wiirden 
somit nur 42,5 bis 1051. E. Vitamin A mit Vollkornbrot zugefiihrt werden 
kénnen, eine Anzahl, die bei einem Tagesbedarf von etwa 4200 i. E. 
iiberhaupt nicht ins Gewicht fallen wiirde. 

Bekanntlich enthalt aber auch das Endosperm Carotin. Die 
Mengen sind allerdings auBerst gering und nur als Spuren zu bezeichnen. 
Es kénnen also auch die, vom Keim abgesehen, in Brot und Mehl 
enthaltenen Carotinmengen nicht zur Vitamin-A-Versorgung beitragen. 
Zum gleichen SchluB kommt man auch nach den Untersuchungen von 
Dangoumau!. Dieser extrahierte Roggenmehl mit Ather und konnte 
dann feststellen, daB 0,5 bis 1 ecm des vom Ather befreiten Extraktes 
die Erscheinungen der Avitaminose A heilen konnten. Es wiirden 
danach schatzungsweise 50 bis 100 g eines beliebigen Mehles nétig sein, 
um diejenige Menge Carotin zu liefern, die etwa 5 i. E. Vitamin A 
entspricht. 

Wir haben die Frage experimentell in Untersuchungen an Ratten 
zu lésen versucht. Es wurden je drei junge wachsende Ratten mit 
vitamin-A-freier Kost ernaihrt, bis Gewichtsriickgang und Keratoma- 
lacie aufgetreten waren. Diese Tiere erhielten dann die gleiche vitamin-A- 
freie Nahrung, in der aber die gesamte Starke, also 57°, in der einen 
Gruppe durch Weizen (gemahlen), in der zweiten Gruppe durch 94 °iges 
Weizenmehl ersetzt worden war. Zwei weitere Gruppen von drei Tieren 
wurden in der gleichen Weise gefiittert, nur daB hier die Starke durch 
Roggenkorn (gemahlen) und Roggenmehl ersetzt wurde. In _ keiner 
Gruppe gelang es, Mangelerscheinungen zu beheben und Wachstum zu 
erzielen; bis auf zwei Tiere gingen alle anderen innerhalb von 35 Tagen 
an Vitamin-A-Mangel zugrunde. Die beiden Uberlebenden befanden 
sich in moribundem Zustand. Es ist hieraus zu schlieBen, daB in Roggen 
und Weizen mit oder ohne Keimling nur so minimale Vitamin-A- bzw. 
Carotinmengen vorhanden sind, da im Rattenversuch der Vitamin-A- 
Nachweis nicht gefiihrt werden kann. Fiir die Vitamin-A-Versorgung 
bei der menschlichen Erndhrung spielt somit das Brot entsprechend der 
oben angestellten Berechnungen keinerlei Rolle. Diese Ergebnisse sind 
auch in Hinblick auf die vor kiirzerer Zeit erschienene Ver6ffentlichung 
von Mallenberg und v. Euler?, die bei Vitamin-A-Mangeltieren nach 
Cerealienzulage Gewichtsvermehrung feststellen, von Interesse. 


! 4, Dangoumau, C.r. Soc. Biol. Paris 111, 796, 1932. 2 VW. Mallen- 
berg u. H.v. Euler, diese Zeitschr. 284, 238, 1936. 
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Uber den Vitamin-B,- und -B,-Gehalt von Mehl und Brot. 
In letzter Zeit sind verschiedene Untersuchungen quantitativer 
Art iiber den Vitamin-B,-Gehalt von Mehl und Brot angestellt worden. 


Morgan und Frederick? untersuchten verschiedene Roggen- und Weizen- 
mehle und die daraus hergestellten Brote an Ratten und Tauben quantitativ 
auf Vitamin B,. Sie fanden in 100g Weizenvollkornbrot 98 bis 130i. E., 
in Roggenbrot 841. E. und in Wei®brot nur 301. E. Vitamin B,. Sie stellten 
auch Unterschiede zwischen Kruste und Krume fest, wobei auf 100 ¢ 
Trockengewicht in der Kruste 134, in der Krume 202 i. E. gefunden wurden. 
Morgan und Hunt*® fanden in Vollweizen 125 bis 189i. E., im Weizen- 
keimling 758 bis 940i, E. Vitamin B, je 100g. Nach Untersuchungen von 
De Caro® waren in 100g weiBem Weizenbrot oder Roggenbrot weniger als 
801i. E. Vitamin B, enthalten. 100 g feinstes Weizenmehl enthielten weniger 
als 25i. E. Vitamin B,, hingegen war der Gehalt in Vollweizenmehl und 
Roggenmehl erheblich héher, und es wurden mehr als 800i. E. gefunden. 
Bei Taubenversuchen konnte je 7 bis 9g Roggen- und Vollweizenmehl 
auf ungefihr eine Taubeneinheit Vitamin B, geschlossen werden. Dies 
wiirde unseren friiheren Ergebnissen entsprechen. 9g feinen Weizenmehls 
hingegen vermochten die Tiere nicht am Leben zu erhalten, wie dies auch 
mit solehen Mengen bei unseren friiheren Versuchen nicht gelang. Be- 
ziiglich Vitamin B, fanden Morgan ind Hunt in 100 g Vollweizen 404 Einh., 
De Caro gibt fiir Weizen- und Roggenbrot iiber 200 Ratteneinh. in 100 g an. 


Unsere eigenen Untersuchungen erstreckten sich auf Weizen- und 
Roggenvollkorn, die Keimlinge von Weizen und Roggen und ferner die 
folgenden handelsiiblich ausgemahlenen Mehle und die daraus _her- 
gestellten Brote, die vom Getreidekorn wie folgt enthielten: 

Weizen: 0 bis 94, 0 bis 82, 0 bis 7 
Roggen: 0 bis 94, 0 bis 82, 0 bis 7 


5, 0 bis 60%, 
5, O bis 65, 0 bis 40%. 

Die 0 bis 94° des Kornes enthaltenden Mehle besaBen den Keim- 
ling nicht mehr und entsprachen etwa Vollkornmehlen ohne Keimling. 

Da die Untersuchungen einen erheblichen Zeitraum in Anspruch 
nahmen, konnten zwar die Mehle als solche aufbewahrt werden, nicht 
aber wegen ihrer geringen Haltbarkeit die Brote. Diese wurden deshalb 
in diinne Scheiben zerschnitten und im Dunkeln auf Horden bei Zimmer- 
temperatur getrocknet. Die getrockneten Scheiben wurden gemahlen 
und das Mahlgut in gutschlieBenden Blechbiichsen bis zur Verarbeitung 
aufbewahrt. Selbstversténdlich wurden bei Mehlen und Broten die 
Trockensubstanzgehalte bestimmt und _ beriicksichtigt. 

Untersuchung auf Vitamin B,. Zur Untersuchung auf Vitamin B, 
bedienten wir uns der in unserem Institut ausgearbeiteten Methodik, 
iiber die an anderer Stelle ausfiihrlich berichtet worden ist‘. 


1 4.F. Morgan u. H. Frederick, Cereal. Chem. 12, 390, 1935. — ?4.F. 
Morgan u. M. J. Hunt, ebenda 12, 411, 1935. — * L. De Caro, Quad. 
Nutriz. 3, 171, 1936. — 4 A. Scheunert u. M. Schieblich, Handb. d. Lebens- 
mittelchem. 2/2, 1548. Berlin, Julius Springer, 1935. 
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Hierbei werden Gruppen von je 10 jungen wachsenden Ratten im 
Gewicht von 55 bis 60g auf vitamin-B,-freier Kost gehalten. Diese setzt 
sich zusammen aus: Casein 16,8 °,, Maispuderstirke 55,2°,, Palmin 7 °,, 
Lebertran 8°, Biertrockenhefe, 5 Stunden bei 2 Atmospharen autoklaviert 
(zwecks Zufuhr von Vitamin B, [G]), 8°,, Salzgemisch nach MeCollum 
und Davis 5°). Nachdem bei den Tieren deutliche Gewichtsabnahmen 
eingetreten sind und sie etwa 14 Tage keine Zunahmen mehr gezeigt haben, 
erfolgt die Zulage des zu untersuchenden Materials. Die Ratten befinden 
sich in Einzelkafigen auf hohen Drahtnetzen zur Vermeidung des Kot- 
fressens und bekommen taglich die zu untersuchende Dosis zugewogen, 
deren quantitative Aufnahme sorgfaltig iiberwacht wird. 

Von jeder der zu priifenden Brot- und Mehlsorten wurden Zulage- 
mengen verschiedener Hohe gepriift und dabei diejenige Dosis ermittelt, 
die folgende Bedingungen erfiillt. 

Es wird verlangt, daB die Tiere iiber 35 Tage am Leben bleiben, 
keine polyneuritischen Erscheinungen zeigen, und daB das Gewicht am 
Ende der Versuchsperiode héchstens 2 g niedriger als am Anfang der 
Zulageperiode ist. Die niedrigste Dosis, mit der acht von zehn Tieren 
einer Gruppe diese Versuchsbedingungen erfiillen, ist die gesuchte 
Grenzdosis. 

Bei Verwendung von Mehl und Brot als Versuchsmaterial ist die Gefahr 
der Refektion auBerst groB. Sobald also plétzliche und unvermutete 
starke Gewichtszunahmen eintreten, ist es notwendig, vom Kot der Tiere 
Ausstriche anzufertigen und festzustellen, ob der mit den Erscheinungen 
der Refektion einhergehende vibrioartige Mikroorganismus nachgewiesen 
werden kann. Solche Tiere sind aus dem Versuch auszuscheiden. Hierauf 
mu sorgfaltig geachtet werden. Doch war in Hinblick auf die geringen 
Zulagemengen, die bei diesen Untersuchungen nétig waren, die Stérung 
durch Refektion verhaltnismaBig selten, zumal ja auch dem Auftreten der 
Refektion durch Verwendung der alkoholextrahierten Starke im vitamin- 
freien Grundfutter entgegengearbeitet wird 1: 2, 

Im folgenden sollen die Versuchsergebnisse in Tabellenform wieder- 
gegeben werden, da es aus raumlichen Griinden unmdglich ist, das 
umfangreiche Kurvenmaterial zu reproduzieren. Als Beispiel geben 
wir aber die Ermittlung der Grenzdosis bei Roggenmehl 0 bis 40°, 
(Abb. 1). Dazu ist noch folgendes zu bemerken. Es gelingt natiirlich 
nur in seltenen Fallen, die Grenzdosis sogleich aufzufinden. Es ist oft 
nétig, zahlreiche Zulagemengen zu priifen. Dies kann in Vorversuchen 
mit einer kleineren Anzahl von Tieren geschehen. Bei Zulagemengen 
unter | g wurden die zu priifenden Dosen mit Unterschieden von 0,1 g 
gestaffelt. Also wurden z. B. bei Rohweizen die Dosen 0,3, 0,4, 0,5 
und 0,6 g, bei Weizenmehl 0 bis 94°% die Dosen 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 
und 1g geprift usw. 

1 4. Scheunert, M.Schieblich u. J. Rodenkirchen, diese Zeitschr. 213, 


226, 1929. — 2 M.Schieblich u. J. Rodenkirchen, ebenda 213, 234 u. 245, 
1929. 
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Untersuchung auf Vitamin B,. Die Priifung auf Vitamin B, erfolgt 
nach der Wachstumsmethode von Sherman und Bourquin'. 


Die von uns benutzte Versuchskost hat die folgende Zusammensetzung : 
Casein 20°,, Maispuderstarke 41,25°,, Palmin 7°,, Lebertran 8°), Salz- 
gemisch nach MeCollum und Davis 5°,, vitamin-B,-konzentrathaltige 
Maispuderstiarke 18,75°,. Das Vitamin-B,-Konzentrat stellt einen alkoholi- 
schen Extrakt aus Weizen dar. Auf je 100g des vitamin-B,-freien Nahrunzs- 
gemisches kommt der Extrakt von 50g Weizen. 
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Abb. 1. Auswertung des Gehalts an Vitamin B, in Roggenmehl 0—40 °/o. 
Nach dieser Kost betrachten wir das Vitamin B, im alten Sinne als 
eine Gruppe von Vitaminen, die alle diejenigen fiir die Ratte nétigen 


Vitamine der B-Gruppe umfaBt, die nicht Vitamin B, sind. Es entspricht 


1 4. Bourquin, Diss. Columbia University, New York 1929. 
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somit auch dem mit G bezeichneten Faktor. Der Versuch verlauft in 
gleicher Weise wie bei Vitamin B,. Nachdem 14 Tage kein Wachstum mehr 
erfolgt ist, wird an Gruppen von 10 Tieren, die sich in Einzelkafigen auf 
hohen Drahteinsaétzen befinden, das zu priifende Material zugewogen. Es 
wird diejenige Dosis gesucht, die iiber 35 Tage verabreicht, eine durch- 
schnittliche Gewichtszunahme von 3 bis 4g je Ratte und Woche erzielt. 
Wie spater aus den Tabellen hervorgehen wird, waren die gesuchten Dosen 
ziemlich hoch und lagen meist innerhalb von 2 bis 3g. Dadurch war die 
Gefahr der Refektion auSerordentlich nahegeriickt und haufig hatten wir 
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Abb. 2. Bestimmung von Vitamin By in Weizenmehl 0—94 9/o. 


mit den damit verbundenen Schwierigkeiten zu kimpfen. Es entspricht 
dieser Befund auch den Angaben von Guerrant und Mitarbeitern', die 
Dextrin aus Roggenstirke besonders geeignet zur Vitamin-B-Synthese im 
Verdauungstraktus der Ratte fanden. Da hierdurch sehr zeitraubende 
Wiederholungsversuche nétig wurden, wurde versucht, der Refektions- 
gefahr durch eine Vorbehandlung der verwendeten Mehle und Brote durch 
Dampfen mit Alkohol vorzubeugen. Es wurde dazu das Mehl mit 96 °,igem 
Alkohol iiberschichtet und eine Viertelstunde im Sterilisierapparat im 
strémenden Dampf gehalten. Wenn ein voller Erfolg dadurch auch nicht 


1 N. B. Guerrant, R. A. Dutcher u. L.F. Tomey, J. of biol. Chem. 110, 
233, 1935. 
Biochemische Zeitschrift Band 290. 
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erzielt werden konnte, so verminderten sich doch die Refektionsfalle er- 
heblich. 

Auch hier muB auf die Wiedergabe simtlicher Kurven aus raum- 
lichen Griinden verzichtet werden, und wir geben nur als Beispiel einer 
solchen Auswertung die Priifung auf Vitamin B, im Weizenmehl 0 bis 
94°, wieder (Abb. 2). Abb. 2 zeigt, daB die Tageszugabe von 2 g pro 
Tier nur eine w6chentliche Durchschnittszunahme von 2,14 ¢ erzielte. Die 
Tageszugabe von 2,5 g miteiner Durchschnittszunahme von 2,89 g war noch 
immer etwas unter dem verlangten Minimum. Die Durchschnittszunahme 
bei 3g betrug 4,1 g, lag also fast genau an der verlangten oberen 
Grenze. In solchen Fallen wahlten wir diese Dosis, also 3 g, als Grenz- 
dosis. Auch bei Vitamin B, war es in den meisten Fallen nétig, eine 
gréBere Anzahl von Versuchsdosen auf ihren Wachstumserfolg zu 
priifen. Es wurde dabei in den Grenzen von 1 bis 2 g mit Unterschieden 
von je 0,25 g gestaffelt, also z. B. bei Roggenmehl 0 bis 94°% 1, 1,25, 
1,5, 1,75, 2g. Wurden gréBere Mengen benétigt, die iiber 2 g lagen, 
so wurden die Dosen von 0,5 zu 0,5 g erhéht, also z. B. beim Weizenmehl 
0 bis 94% 2, 2,5, 3g (vgl. Abb. 2). 


Besprechung der Ergebnisse. 


Fiir Keimlinge, ganzes Korn und Mehl sind diejenigen Mengen 
angefiihrt worden, die von diesen Materialien im Frischzustand wirklich 
verabreicht werden muBten. Die far Brot angegebenen Zahlen sind 
unter Beriicksichtigung des Trockensubstanzgehalts der verabreichten 
Brotmengen und des ‘Trockensubstanzgehalts der entsprechenden 
Mehle auf das dazugehérige Mehl umgerechnet worden. Es wurde 
dabei von der wahrscheinlichen Voraussetzung ausgegangen, da die in 
einem Brot enthaltene Trockensubstanzmenge, wenn auch nicht ganz, 
so doch fast ausschlieBlich der zur Herstellung.des Brotes verwendeten 
Mehltrockensubstanz entspricht. 

In den folgenden Tabellen II bis V sind die Untersuchungsergebnisse 
beziiglich des Vitamins B, niedergelegt. 

Um zu einer Ubersicht zu gelangen, werden in der Tabelle VI (S. 409) 
die gefundenen Grenzdosen nochmals zusammengestellt, und zwar so- 
wohl von Weizen und Roggen als auch den entsprechenden Mehlen 
und Broten. 

Die gefundenen Werte zeigen, daB der Keimling der bei weitem 
vitamin- B,-reichste Teil der Cerealienkorner ist, und daB der Roggenkeim 
weniger Vitamin B, als der Weizenkeim enthalt, und zwar weist der 
Roggenkeim nur halb so viel Vitamin B, auf wie der Weizenkeim. 
Der Keim wurde weiter beim Weizen viermal und beim Roggen dreimal 
so wirksam wie das ganze Korn gefunden. Dieses Ergebnis fiigt sich 
gut in die friiherer Untersuchungen ein und entspricht auch ungefahr 
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Tabelle II. 


Vitamin B, in Weizen und Weizenmehl. 








Ts _ Ungeniigend 
Art der Zulage dosis og ee en ee 
Art der Zulag bm Batten ala iewichts- ae 7 
je Ratte Batten niigend || “sbnahme Krampfe Krtanet Tot 
g mehr als 2g o_o 
Weizenkeime 0,075 10 1 3 5 1 
0,1 10 8 2 - _- ~- 
Weizenkorn 0,3 10 1 8 1 — 
0,4 10 8 1 1 
0.5 10 10 —_ 
0,6 $ 8 if — _ 
Weizenmehl 0—94% 0,4 10 2 6 — 1 l 
0,5 10 8) 1 - 
0,6 3 3 — — os — 
0,7 3 3 - - a 
0,8 10 10 — — — — 
1,0 10 9 _— — 1 — 
R: 0-82% | 05 | 10 3 3 3 1 ~~ 
06 | 10 8 _ 1 _ 1 
08 | 8 3 - -- 
0-75% | 1,0 10 Y 3 - 
1,25 10 5 3 1 1 -- 
1,5 10 8 2 -- - -- 
“ 0-60% 1,5 4 2 ce — 2 -- 
2,0 10 3 4 3 — — 
2.5 10 g 1 — —_ _- 
3,0 3 3 — — 
Tabelle III. Vitamin B, in Weizenbroten. 
inl Ent- Ent- Ungeniigend 
Tages- | spricht | spricht oy. lake Becaemecsenin ania i 
_dosis einer einer An- . Ge- 
Art der Zulage | /® Ratte| Mehl- Frisch- | 2ahl | Ge- be iehte- ae 
duft- menge brot- Bw ntigend = Krampfe —- Tot 
trocken ¥ vag atten nanme und tot 
) yon /mengevon/#a jon ad te 
a ve | a als 2g 
Brot aus 0,488 0,5 0,728 10 5 5 -- -- _- 
Weizenmehl, 0,586 0,6 0,873 10 9 1 _ 
o-14% lioes | o7 | 108) s| 8 |} —| —| - 
Brot aus 0,5 0,5 0,743 10 5 4 — — 1 
Weizenmehl 0,6 0.6 0,892 10 8 2 _ — - 
o—s2% (ios | 08 |119 | 3| 8s} —| — 
wee i tat | 18 | aur) wl ef a | ets 
e ” vie 9 FOR ae i ~~ _ 
0—75 %, | 1,715 1,75 2,505 10 10 
ell ame) 26) aoe | ete Fae a | 
‘wer 2,45: 2,5 3,66 0 g —- — — 
0—60 of 45 3 me) 3 66 1 ) 1 
27 * 
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Tabelle IV. Vitamin B, in Roggen und Roggenmehl. 

















ica Ungeniigend 
em Tages- Anzahl) ge. | ~~ 
Art der Zulage to Mh er P Gewichts- - . 
jeRatte Ratten | ntigend abnahme  Krimpfe ae Tot 
g mehr als 2g 
Roggenkeime 0,05 3 -- -- 2 1 
0,075 3 1 2 _ —- — 
0,1 PG} 4.56 4 — ~- - 
0,2 10 10 — _ — 
Roggenkorn 0,5 10 6 4 _ - 
0,6 10 10 — — _ - 
0,7 10 10 —_ ae _ 
Roggenmehl 0—94°%, | 0,5 10 6 3 — -— 1 
0,6 10 9 _ a — 1 
0,7 10 9 1 _ — —_ 
ss 0-82% 0,6 10 7 3 — — _ 
0,7 10 10 — — — — 
0,8 10 8 2 — - _ 
0-75% || 0,7 10 5 5 a - _— 
0,8 10 9 — — - 1 
1,0 19 |~-9 1 — — aes 
i. 0-65% | 1,0 10 7 3 _ — — 
1,25 10 i) 1 — — — 
1,5 10 8 1 o — 1 
2,5 3 3 — a _ _ 
a 0-40% | 1,75 10 2 2 i 5 — 
2,0 10 t 3 —_ — — 
2,5 10 9 1 _ — — 
3,0 3 3 _ _— — — 
Tabelle V. Vitamin B, in Roggenbroten. 
‘ Ent-— Ent- ee i x ton Ungeniigend 
Tages- spricht | spricht PS 
Ast der Zulegs |" gets. cl — der niigend | ab- Krimpfe Krampfe pot 
‘ trocken) yon |mengevon Ratten nahme und tot 
, mehr 
g & 4 als 2g 
Peta di ee. we eee cee 
094 % | 0,674 | 0,7 1,025 10 9 1 — — a 
hae 0585 | 06 | 0873 | 10) 5 $}2a os 
yorLr 7) 4 1°19) ° ‘nits = aie 
0 —82 %, 0,682 0,7 1,017 10 9 1 
. seater eae Be he ee eee 
vO ) , 0 4 qua ame en 
0-75 % | 0,785 | 0,8 1,185 | 10 9 1 
Brot aus 0,978 | 1,0 1,477 10 7 on? — 1 — 
Roggenmehl 12a2 | 1,85 1,845 10 8 2 a ~- — 
065% (11466| 15 | 2218/10; 8 | 2 | — | — J— 
Ross {| 1949 | 20 | 2988} 10! 4 ff 2} 1 |e f4 
Oran, || 2400| 25 | 8667/10; 9 | — | — | — 


0—40 °, 








ot 


Tot 
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Tabelle VI. 








Vitamin B,;, Weizen Vitamin B,, Roggen 
Keimling 0,1 g, Weizenkorn 0,4 g Keimling 0,2 g, Roggenkorn 0,6 g 
Brot als area Brot als 
Meh! Mehl be- Meh! Mebl1 be- 
rechnet rechnet 
L & ae 


Ausmahlungsgrad 0-94°, 0,5 0,6 Ausmahlungsgrad 0—94°% 0,6 0,7 





‘ 0-82% 06) 0,6 E 0-82% 10.7 0.7 

i 0-75% 1,5) 1,75 . 0-75% 08 08 

a 0-60% 2,5) 2,5 : 0-65°,, 1,25 1,25 
. 0-40% 12,5 | 25 


den Befunden von Morgan und Hunt (1.c.8.402, FuBnote?). Bellund Mendel 
(l.c.S.398, FuBnote®) haben allerdings an Mausen im ganzen Weizenkorn 
nur ein Sechstel der Wirksamkeit des Embryos gefunden. Der Unter- 
schied erscheint in Hinblick auf die Schwierigkeiten der Methodik und 
vermutliche Schwankungen als unwesentlich. Die Entfernung des 
Keimlings hat, wie der Vergleich zwischen der Grenzdosis des ganzen 
Korns und der der Ausmahlung von 0 bis 94% ergibt, beim Weizen 
eine Verminderung, beim Roggen hingegen keine im Versuch zum 
Ausdruck kommende Herabsetzung des Wertes bewirkt, was in Hinblick 
auf den geringen prozentischen Anteil des Keimlings an der gesamten 
Kornmasse ohne weiteres erklarlich ist. Unsere friihere Annahme, 
daB Weizen- und Roggenmehl von 0 bis 94% praktisch noch den gleichen 
Vitamin-B,-Gehalt wie das ganze Korn besitzt, findet somit eine teil- 
weise Bestaétigung. Eine Verminderung des Vitamin-B,-Gehalts mu8 
natiirlich durch den Entzug des Keimlings eintreten, aber sie kommt 
bei der biologischen Methodik des Vitaminnachweises nicht zum Aus- 
druck, weil sie zu unbedeutend ist. Weiter werden unsere friiheren 
Befunde ebenfalls dahin bestatigt, daB Roggenkorn weniger Vitamin B, 
als Weizenkorn besitzt. Der Kleieentzug bei Verminderung der Aus- 
mahlung setzt infolge Entfernung der vitamin-B-haltigen auBeren 
Schichten des Korns den Vitamin-B,-Gehalt der Mehle herab, und zwar 
verliuft, wie man aus Tabelle VI sieht, die Verminderung des Vitamin- B,- 
Gehalts der Mehle beim Weizen in etwas anderer Weise als beim Roggen. 
Die 0 bis 82 °%,ige Ausmahlung enthalt bei beiden Cerealien immer noch 
erhebliche Mengen von Vitamin B,. Gegeniiber dem ganzen Korn ist 
beim Weizenmehl 0 bis 82°, eine Verminderung um ein Drittel, beim 
Roggenmehl um etwa 15% erfolgt. Bei noch gréBerem Kleieentzug 
sinkt dann beim Weizenmehl der Vitamin-B,-Gehalt erheblich ab, 
wahrend bei der gleichen Ausmahlung von 0 bis 75°, beim Roggen 
zwar auch ein weiteres Absinken, aber doch nur in geringerem Grade, 
erfolgt. Die starke Verminderung setzt hier erst bei der Ausmahlung 
von 0 bis 65% ein. Die feinsten Auszugsmehle von 0 bis 60°, bei 
Weizen und 0 bis 40 % bei Roggen enthalten dann nur noch sehr wenig 
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Vitamin B,, aber, und das muB gegeniiber der friiheren Anschauung, 
die sich auf den Taubenversuch stiitzte, betont werden, doch noch 
deutlich nachweisbare Mengen von diesem Vitamin. Man sieht hieraus, 
daB die Verteilung des Vitamins B, im Roggenkorn eine andere wie im 
Weizenkorn ist, eine auch schon bei friiheren Untersuchungen an- 
deutungsweise gefundene Beobachtung. 

Von Wichtigkeit ist der Vergleich der bei den Broten gefundenen 
Ergebnisse mit den oben wiedergegebenen Befunden. Durch die Um- 
rechnung der verabreichten Brotmenge auf darin enthaltenes Mehl ist 
der Vergleich leicht méglich. Man sieht, daB im grofen und ganzen der 
Vitamin-B,-Gehalt der Mehle bei der Herstellung der Brote erhalten ge- 
blieben ist. Die kleiehaltigen Brote aus Mehl von 0 bis 94 °%iger Aus- 
mahlung scheinen eine kleine Verminderung erfahren zu haben. Sie 
ist aber sicher unbetrachtlich und kénnte auch in die Fehlergrenzen des 
biologischen Versuchs fallen. Ebenso diirfte der bei Weizenmehl und 
-brot 0 bis 75 % festgestellte Unterschied keine entscheidende Bedeutung 
besitzen. Der von uns schon friiher erhobene Befund, daB der Vitamin- 
gehalt des Mehles beim Brotbartken nicht herabgesetzt wird, findet 
hierdurch seine Bestaétigung, ebenso wie durch die Untersuchungen 
anderer Autoren (Morgan und Frederick, |. c. S. 402, FuBnote +). 

In den folgenden Tabellen VII bis X werden die Untersuchungs- 
ergebnisse beziiglich des Vitamins B, wiedergegeben, wobei die bei den 
Wachstumsversuchen ermittelten durchschnittlichen Gewichtszunahmen 
pro Woche und Ratte angefiihrt worden sind. Zu bemerken ist zu 
diesen Tabellen, daB gréBere Zulagemengen als 3 g pro Tag und Ratte 
nicht gepriift worden sind, und zwar deshalb nicht, weil solche Mengen 


Tabelle VII. Vitamin B, in Weizen und Weizenmehlen. 


. 





i] | Durehschnittliche 


| Tagesdosi tee 
Art der Zulage | je Rate. — oe | jo Woske und Hate 

| g g 
Weizenkeime 0,4 10 8,23 
0,5 10 3,39 
Weizenkorn 1,75 10 1,82 
2,0 10 3,87 
3,0 3 4,67 
Weizenmehl 0—94 °, 2,0 10 2,14 
2,5 10 2,89 

3,0 10 4,1 
a 0—82% 2,5 10 2,61 
3,0 10 3,18 

2 0—75% 3,0 10 1,0 
fr 0—60 % 3,0 10 1,06 
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Tabelle VIII. Vitamin B, in Weizenbroten. 
. » ‘ Durch- 
Tages- Ent- Ent- schnittliche 
dosis spricht spricht Anzah! Gewichts- 
a eilai, je Ratte einer einer ig = ‘ ie 
fat: don: Zalege (luft- Mehlmenge Frischbrot- oon, Geneane & 
trocken) yon menge von | ‘#tten . 
Ratte 
rs g g g 
Brot aus Weizenmehl 0—94% | 1,953 2,0 2,913 10 1,38 
2,441 2,5 3,64 10 2.3 
2,93 3,0 4,37 10 4.59 
a ~ " 0-82% | 3,002 3,0 4,463 10 2.6 
% - - 0-75 % || 2,94 3,0 4,293 10 2,57 
’ ” 0-60% 2,943 3,0 4,392 10 2,94 


Tabelle IX. Vitamin 


B, in Roggen und Roggenmehlen. 





Art der Zulage 


Roggenkeime 


Roggenkorn 


Roggenmehl 0—94 % 


# 0-82 % 
" 0—75 % 
” 0—65 % 


0—40 % 


Tagesdosis 
je Ratte 


o 


0,3 
0.4 
0,5 
0,6 


=~] oO 
nm 


noe = 


1,25 
1,5 
1,75 
2,0 


1,25 


3,0 


Durchsehnittliche 


Anzah) de Gewichtszunahme 
A poereny . je Woche ana Ratte 
10 1.83 
10 3,93 
10 3,45 
3 4,93 
10 2 37 
10 4.11 
10 4.64 
10 1,48 
10 2.36 
10 4,58 
10 5,25 
10 0,4 
10 2.16 
10 2,95 
10 3,98 
10 4,51 
3 5,4 
10 2,28 
10 3,22 
10 5,04 
10 2,44 
10 3,48 
10 4,24 
10 1,51 











412 A. Scheunert u. M. Schieblich: 


Tabelle X. Vitamin B, in Roggenbroten. 





. . . Durch- 
Tages- Ent- Ent- schnittliche 
siete, | serieht —snricht  gugqnt “Gowen 
Art der Zulage (luft- | MehImenge Frisehbrot- Ped — 
trocken) von menge von — Ratte 
4 4 4 £ 
Brot aus Roggenmehl 0—94 ©, 1,445 1,5 2,197 10 2,94 
1,686 1,75 2,562 10 4,81 
. 0-82 % 1,462 1,5 2,18 10 1,69 
1,706 1,75 2,545 10 3,11 
1,949 2,0 2,907 10 3,82 
4 0-75 % 1,472 1,5 2,223 10 1,81 
Beale 1,75 2,593 10 3,16 
1,962 2,0 2,963 10 3,42 
; a 0-65 % 1,955 2.0 2,95 10 1,98 
2444} 25 3,688 | 10 3,24 
2,933 3,0 4,427 10 4,34 
; 0-40 % 1,949 2,0 2,935 10 1,95 
2,436 2,5 3,667 10 1,62 
2,923 3,0 4,4 10 2,68 


keine sicheren Ergebnisse mehr hatten erwarten lassen. Die Ratten 
nehmen dann von der vitamin-B,-freien Grundnahrung so wenig auf, 
daB eine richtiges Wachstum gewihrleistende, vollwertige Ernahrung 
nicht mehr mit Sicherheit angenommen werden kann. 

Zur besseren Ubersicht werden in Tabelle XI wieder die ermittelten 
Grenzdosen fiir sich zusammengestellt. Die Tabelle zeigt, daB Vita- 


Tabelle XI. 





Vitamin By), Weizen 


Keimling 0,4g, Weizenkorn 2,0 g 





Brot als 

Mehl be- 

rechnet 
g 


’ 


i) 


Vitamin B,, Roggen 
Keimling 0,4 g, Roggenkorn 1,75 g 
Brot als os 
Meh! Mehl be- Mehl 
rechnet 
~ £ £ 
Ausmahlungsgrad 0—94°, 3 3 Ausmahlungsgrad 0—94 °,, | 1,75 
etwas 0-82 % || 2,0 
mehr ‘ 0—75 °, | 2,0 
0-82°, || 3 | als 3 & 0-65 % || 2,5 


” 


1 
i 
1 
2 


ow a 


’ 








min B, im Roggen- und Weizenkeim in gleicher Menge enthalten ist. 
Auch hier ist, wie schon lange bekannt, das ganze Korn wesentlich 
armer an Vitamin B, als der Keimling, doch stellt sich nunmehr heraus, 
daB Roggen einen hédheren Vitamin-B,-Gehalt als Weizen besitzt. Be- 
merkenswerterweise nimmt der Vitamin-B,-Gehalt mit der Abtrennung 
der 4uBeren Schichten des Korns beim Mahlen beim Weizen rascher und 
erheblicher ab, als dies beim Roggen der Fall ist. In Weizenmehl unter 
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0 bis 82 °%iger Ausmahlung konnte der Vitamin-B,-Gehalt nicht mehr 
zahlenmaBig ermittelt werden, wahrend dies beim Roggen selbst noch 
in der Ausmahlung 0 bis 65 % gelang. Es liegt also auch beim Vitamin B, 
so, daB dieses Vitamin im Weizenkorn anders als im Roggenkorn verteilt 
ist, und zwar zeigen die Ergebnisse, dab im Endosperm des Roggens 
noch immer deutliche Mengen von Vitamin B, vorhanden sind, wahrend 
dies beim Weizen nicht oder wenigstens bei weitem nicht im gleichen 
MaBe der Fall ist. Die fiir Brot ermittelten, mit den bei Mehlen ge- 
fundenen Dosen vergleichbaren Ergebnisse zeigen auch fiir Vitamin Bg, 
daB eine Verminderung dieses Vitamins beim Backen nicht eintritt. Die 
beim Weizenbrot 0 bis 82°, gefundene Herabsetzung des Vitamin-B,- 
Gehalts ist so gering, daB sie auch noch in die Fehlergrenzen des biologi- 
schen Versuchs hineinfallen kénnte. Beim Roggenbrot 0 bis 82° und 
0 bis 75% ist der Vitamin-B,-Gehalt sogar noch etwas giimstiger zu 
beurteilen. Es ist wohl nicht zu bezweifeln, daB den hier gefundenen 
Unterschieden keine entscheidende Bedeutung zukommt. 

Um die praktische Bedeutung der mitgeteilten Untersuchungen zu 
veranschaulichen, wurden die gefundenen Vitaminmengen in Linheiten 
ausgedriickt. Fiir Vitamin B, wurden internationale Einheiten benutzt. 

Diese k6nnen methodisch leicht derart ermittelt werden, da man durch 
Priifung des internationalen Standardpraparats feststellt, welche Anzahl 
von i. E. die Bedingungen der gewahliten Methodik in genau der 
gleichen Weise erfiillt, wie es die im Mehl- und Brotversuch ermittelten 
Grenzdosen getan haben. Wahrend der Versuchszeit wurde das inter- 
nationale Standardpraparat mehrfach auf seine Wirkung gepriift und hierbei 
gefunden, daB 0,6, in einem Falle auch 0,71. E., die Bedingungen unserer 
Versuchsmethodik erfiillten. Wir wahlten, da die Wirkung von 0,6 i. E. 
mehrfach iiber langere Zeit hinweg ermittelt worden ist, diese Zahl zur 
Umrechnung. Es entsprach also, um ein Beispiel zu geben, die Wirkung 
von 0,5 g Weizenmeh! 0 bis 94°, der Wirkung von 0,6 i. E. Vitamin B,. 

Fiir die Errechnung des Vitamin-B,-Gehalts in Einheiten wurden 
Wachstumseinheiten gewahlt, und zwar wurde die Erfiillung der Versuchs- 
methodik, also die wéchentliche Durchschnittszunahme von 3 bis 4g 
je Ratte als eine Wachstumseinheit bezeichnet. 

Xechnet man auf diese Weise fiir den gesamten Versuch, und zwar 
auf je 100g Weizen und Roggen, sowie der daraus ermahlenen Mehle 
und der aus diesen hergestellten Brote (Frischbrote), die entsprechenden 
Einheiten aus, so kommt man zu den in den Tabellen XII (fiir B,) 
und XIII (fiir B,) aufgefiihrten Werten. 

Zur Ermittlung der Vitamingehalte der Brote ist noch folgendes zu 
erwahnen. Die Brote besitzen nach Fertigstellung einen etwas wechselnden 
Wassergehalt. Es ist klar, daB, wenn man vergleichbare Schliisse ziehen 
will, fiir saimtliche Brote ein und derselbe Wassergehalt angenommen 
werden muB. Dies ist auch um so eher méglich, als ja das Brot seinen 
Wassergehalt dauernd veraindert und ein etwas linger gelagertes Brot 

















414 A. Scheunert u. M. Schieblich: 


Tabelle XII. 











Inter- Inter- 
m nationale - nationale 
100 g Einheiten 100 g Einheiten 
Vitamin B, Vitamin B, 
Weizenkeime....... 600 Roggenkeime....... 300 
Weizenkorn . . ere 150 Roggenkorn . . ants 100 
Weizenmehl 0- 94% a 120 Roggenmehl 0— 94% ... 100 
rs 0-82% ... 100 fs 0-82 of Rata 85,7 
s 0-75 o° aoe 40 . O=-75% is. 75 
e 0-60% ... 24 - ey ne 48 
00-40% ... 24 
Weizenvollkornbrot .. . . 104 Roggenvollkornbrot . . .. 69,3 
Brot aus Weizenmehl 0—94% 68,7 | Brot aus Roggenmehl 0— 949/ 58.5 
ila 0-82 % 67,3 coh “ 0- “eae? 2 59 
nee a 0-75% 24 aT s 0—75% 50.6 
ie a 0-60 % 16,4 ae i 0-65% 32,5 
wikis ‘ 0—40°, 16,4 
Tabelle XIII. 
Wachs- Wachs- 
o tums- - tums- 
100 ¢ einheiten 100 g einheiten 
Vitamin Bo Vitamin By 
Weizenkeime.......j| 250 Roggenkeime ...... 250 
Weizenkorn .. tee 50 Roggenkorn ....... 57,1 
Weizenmehl 0—94 0/ Pitre 33,3 — 0-94% ... 57,1 
= 0-82 of par ie 33,3 0—82 0 rar 50 
> 75 © Schit- ‘a 0-75 07 eae iar 50 
” . tes Tk zungs- _eroy 
0-60 o% weise ” : i ts ogi = 2 
©. —8 11.1 ‘s — chee gts ; 
Weizenvollkornbrot . .. . 84,6 | Roggenvollkornbrot . . 39,6 
Brot aus Weizenmehl 0-— 94% 22,9 | Brotaus Roggenmehl 0— 4% 39 
0—820 Schat- “ “ m 0- 39,3 
” ” a Yo zungs- ° . 
“ Fe “ 0—75% | oe ” ” ” 0-759, 70 38,6 
a i 0-60% | 13,5 a te a 0—65 °, i. 1 
at- 
" E ms 0—40 af sient 
\| 25,5 





weniger Wasser als ein ganz frisches enthalt. Wir entschlossen uns, als 
Durchschnittsgehalt der Brote 40°, Wassergehalt anzunehmen, eine Zahl, 
die ungefihr dem in zahlreichen Broten gefundenen Durchschnittswasser- 
gehalt entspricht. Wir gingen derart vor, daB wir aus dem analytisch er- 
mittelten Trockensubstanzgehalt unserer Brotgrenzdosen die entsprechende 
Menge Frischbrot mit 40°, Wassergehalt errechneten. Mit Hilfe dieser 
Zahl wurde dann die in 100g Frischbrot enthaltene Menge an Einheiten 
festgestellt. 

Bei Keimlingen, ganzem Korn und Mehl ergaben sich fiir Vitamin B, 
Zahlen, die zwar von den von Morgan und ihren Mitarbeitern (1.c. S.402, 
FuBnote ! und ?) gefundenen etwas abweichen, aber doch eine im groBen 
und ganzen befriedigende Ubereinstimmung aufweisen. Nicht im 
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Einklang stehen unsere Ergebnisse mit denen von De Caro (I. c. 8.402, FuB- 
note *), der oft sehr viel héhere Werte gefunden hat. Der Riickgang des 
Vitamingehalts durch den Kleieentzug beim Mah!proze8 und das Verhalt- 
nis des Vitamingehalts von Weizen und Roggen und ihrer Keimlinge er- 
fahren durch die von uns gefundenen Zahlen keine andere Deutung, als sie 
bereits im AnschluB an Tabelle VI gegeben worden ist. Fiir Vitamin B, er- 
geben sich beziiglich der letztgenannten Fragen ebenfalls keine neuen Ge- 
sichtspunkte, wohl aber liegen die von uns festgestellten Werte unter 
denen, die Morgan und Mitarbeiter ermittelten. De Caro hat noch sehr 
viel héhere Werte angegeben. Solche Werte halten wir fiir nicht wahr- 
scheinlich und glauben, da die von uns gegeniiber Morgan und Mit- 
arbeitern gefundenen niedrigeren Zahlen mit der Definition der Ein- 
heiten zusammenhangen. 

Fiir die Beurteilung der Rolle der Brote bei der Vitaminversorgung 
in der Volksernahrung bieten nun die ermittelten Einheiten sehr wichtige 
Anhaltspunkte. Der Brotkonsum der Bevélkerung ist in den letzten 
10 Jahren betrachtlich zuriickgegangen, weist aber je nach Beschaftigung 
und Ortlichkeit recht erhebliche Unterschiede auf. Von groBen Teilen 
der Stadtbevélkerung werden sicherlich oft weniger als 300g und 
selten mehr als 400g Brot im Durchschnitt taglich verzehrt werden. 
Man sieht beziiglich der Vitamin-B,-Versorgung, daB zweifellos die 
Vollkornbrote mit Keimling den anderen Broten iiberlegen sind, und dap 
thnen nur die Brote aus Mehlen von 0 bis 94°%,iger und 0 bis 82°%iger 
Ausmahlung noch einigermafen nahekommen. Bei Weizenbroten haben 
aber auch diese schon eine Verminderung um etwa 30% in ihrem 
Vitamin-B,-Gehalt erfahren; beim Roggenbrot, das an und fiir sich 
schon weniger Vitamin B, als Weizenbrot enthalt, ist die Herabsetzung 
geringer. Bei hGherem Kleieentzug ist die Verminderung des Vitamin-B,- 
Gehalts beim Weizenbrot bei 0 bis 75 % schon so betriachtlich, daB man 
mit einer bedenklichen Herabsetzung der Vitamin-B,-Zufuhr bei GenuB 
solcher Brote rechnen muB. Das Roggenbrot 0 bis 75 °,iger Ausmahlung 
ist etwas besser gestellt, aber auch hier ist die Verminderung gerade im 
Hinblick auf den an und fiir sich schon geringeren Gehalt des Roggens 
an Vitamin B, recht betrachtlich. Wenn man den Bedarf an Vitamin B, 
in Anlehnung an die Ausfiihrungen von Stepp, Kiihnau und Schroeder! 
mit 550 bis 1100 i. E. pro Kopf und Tag annimmt, so erkennt man, dais 
die Ausmahlung von unter 0 bis 82°, sich an der Deckung des Bedarjs 
selbst bei GenuB von 300 g pro Tag nur in einem verhdltnisma fig geringen 
Ausmaf beteiligen kann. Uber die Folgerungen fiir die Frage der Brot- 
ernihrung ist hieriiber an anderer Stelle schon mehrfach berichtet 

1 W. Stepp, J. Ktihnau u. H. Schroeder, Die Vitamine und ihre klinische 
Anwendung. Stuttgart, Ferdinand Enke, 1936. 
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worden (Scheunert, |. c. 8.399, FuBnote%)!. Jedenfalls muB man be- 
sonders fiir die Weizenlander den Ausfiihrungen von Miiller? zustimmen, 
daB nur Vollkornbrot und allenfalls Brot héchster Ausmahlung mit 
geringstem Kleieentzug die Sicherung der Vitamin-B,-Versorgung bei 
Bevélkerungen, die neben Brot nicht noch viele, reichlich Vitamin B, 
enthaltende Nahrungsmittel zu sich nehmen, gewahrleisten kénnen. 
Beziiglich der Vitamin-B,-Versorgung liegen die Verhaltnisse insofern 
anders, als wir iiber den Bedarf des Menschen an diesem Vitamin nichts 
Naheres wissen. Jedenfalls zeigen unsere Untersuchungen, daB das 
Roggenbrot dem Weizenbrot hinsichtlich des Vitamin- B,-Gehalts viberlegen 
ist, und daB hier beim Weizenbrot nur Vollkornbrot und die héchsten Aus- 
mahlungsstufen befriedigen. Beim Roggenbrot sind aber auch in Broten 
aus Mehlen mit hoherem Kleieentzug fast noch die gleichen Vitamin-B,- 
Mengen enthalten wie beim Vollkornbrot. 


Befund iiber das Vorkommen von Vitamin B, in Roggen und Weizen. 

Vor langerer Zeit wurde iiber Untersuchungen berichtet, bei denen 
es gelungen war, durch synthetische Kostsatze, in denen weibe Weizen- 
mehle als Teil der Kost eingefiigt waren, die typischen Erscheinungen 
der Rattenpellagra hervorzurufen’, iiber die in der Zeit, als diese Ver- 
suche angestellt wurden, noch nichts bekannt war. Durch die Unter- 
suchungen von Birch, Gyérgy und Harris* ist vor kurzem festgestellt 
worden, daB die Erscheinungen der Rattenpellagra durch das Fehlen 
eines nicht mit dem menschlichen Antipellagrafaktor identischen, 
wasserléslichen, als Vitamin Bg bezeichneten Vitamins der B-Gruppe 
hervorgerufen wird. Die genannten Autoren haben mit Hilfe einer 
vitamin-B,-freien Kost auch verschiedene Cerealien auf das Vorkommen 
dieses Faktors gepriift und dabei durchweg gefunden, daB die Cerealien 
Vitamin B, enthalten. Copping® hat dann auf Grund weiterer Unter- 
suchungen Weizen und Mais als gute Vitamin-B,- Quellen bezeichnet. 
Bei unseren Untersuchungen wurde nicht besonders auf das Vitamin B, 
gepriift, doch haben wir insbesondere bei niederen Dosen von Roggen- 
und Weizenmehlen, sowie Broten daraus, aber auch bei den ganzen 
Kérnern und Keimen, gelegentlich Erscheinungen der Rattenpellagra 
beobachtet. Sie zeigte sich im Auftreten von Dermatitis und Blepharitis. 
Diese Erscheinungen traten allerdings nicht jeweils bei allen zehn Tieren 


1 4, Scheunert, Ernahrung 1, 53, 1936; Forrogblatter Nr. 7 vom 
19. Juli 1936, Nr. 8 vom 2. August 1936 und Nr. 9 vom 30. August 1936; 
Forschungsdienst, Sonderh. 4, 8. 49, 1936. — ? H. Miiller, Revue Méd. de 
la Suisse Romande 54, Nr. 13, 1934: Nutrition 5, 425, 1935; Revue suisse 
dhygiéne 1935. — *° A. Scheunert u. W. Lindner, Krankheitsforschung 5, 
268, 1927. — 4 7. W. Birch, P. Gyérgy u. L. J. Harris, Biochem. J. 29, 
2830, 1935. — 5 A. M. Copping, ebenda 80, 849, 1936. 








be- 
1en, 
mit 
bei 
1B, 
nen. 
fern 
hts 
das 
ogen 
{ws- 
oten 


B- 


nen 
zen - 
gen 
Ver- 
iter- 
tellt 
nlen 
hen, 
ppe 
iner 
men 
lien 
iter- 
net. 
n Bs 
yen - 
zen 
era 
itis. 
ren 


vom 
136; 
. de 
lisse 
g 5, 

29, 





i 


Vitamingehalt von Weizen und Roggen usw. 417 
der betreffenden Gruppen auf, sondern nur bei einigen wenigen. In der 
folgenden Tabelle werden die héchsten Dosen zusammengestellt, trotz 


deren Zugabe Dermatitis bzw. Blepharitis aufgetreten ist. 


Tabelle XIV. 








Weizen a. Roggen g 

Keimling 0,5 Keimling . 0,3 
Ganzkorn .. . 1,75 Ganzkorn. . . — 
Mehl 0—94 % . 3,0 Mehl 0—94 % 1,5 
0-82. 2,5 » 0—82°% 1,5 
0—75 % . 3,0 » 0—75% 3,0 

» 0—65%. 3,0 » O0—65 % 3,0 

» 0—40% 3,0 


Bei den entsprechenden Broten wurden dieselben Erscheinungen 
beobachtet. Es ergibt sich somit, daB der Gehalt des Roggens an Vita- 
min B, offenbar etwas giinstiger beurteilt werden muB als der des Weizens. 


Zusammenfassung. 


1. Mit Hilfe von Rattenversuchen werden Mehle und Brote von 
Roggen und Weizen, sowie die Keimlinge und ganzen Korner dieser 
Getreidearten auf ihren Gehalt an den Vitaminen B, und B, untersucht. 
Es werden dabei die in Deutschland iiblichen Ausmahlungsgrade dieser 
Cerealien zugrunde gelegt. 

2. In 100g Weizenkeimen finden sich 600i. E. Vitamin B, und 
250 Wachstumseinheiten Vitamin B,; in 100 g Roggenkeimen 300 Ein- 
heiten Vitamin B, und 250 Einheiten Vitamin B,. 

3. Roggen enthalt weniger Vitamin B,, aber mehr Vitamin B, als 
Weizen. Es wurden in 100g Weizen 150, in 100g Roggen 100i. E. 
Vitamin B, ermittelt. Von Vitamin B, enthalt Weizen 50 Wachstums- 
einheiten je 100g, Roggen 57,1. 

4. Beim MahlprozeB vermindert sich mit dem Kleieentzug der 
Vitamin-B,- und -B,-Gehalt, wobei sich Weizen und Roggen etwas ver- 
schieden verhalten. Bei Weizen sinkt der Vitamin-B,-Gehalt bis zu 
einer Ausmahlung von 0 bis 82% um ungefahr 30% auf 100i. E. 
Vitamin B, in 100g. Bei weiterer Ausmahlung nimmt der Vitamin-B,- 
Gehalt stark ab und betragt bei wei8em Weizenmehl von 0 bis 60 °Ziger 
Ausmahlung nur noch 24i. E. Beim Roggen geht der Abfall langsamer 
vonstatten, die héchste Ausmahlung 0 bis 94% enthalt noch die gleiche 
Menge Vitamin B, wie das ganze Korn. Bei der Ausmahlung 0 bis 82% 
erleidet das Mehl einen Verlust von 15%, bei der Ausmahlung von 
0 bis 75 % von 25%. Dann stiirzt bei geringerer Ausmahlung auch beim 
Roggen der Vitamin-B,-Gehalt betrachtlich ab, 0 bis 65 %iges Roggen- 
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mehl enthalt nur noch 48i. E. Vitamin B,, 0 bis 40 °%iges nur noch 
241. E. in 100g. 

5. Beim Backen von Brot wird der Vitamin-B,-Gehalt der Mehle 
nicht beeintrachtigt. Was die Brote anlangt, so weisen nur die Vollkorn- 
brote mit Keimling und die Brote von Ausmahlungsgraden 0 bis 94°, 
und 0 bis 82°% einen betrachtlichen Vitamin-B,-Gehalt auf. 100 g der 
Brote von 0 bis 82% enthalten bei Weizen 67 i. E., bei Roggen 59 i. E. 
Die 0 bis 75 %ige Ausmahlung enthalt bei Weizenbrot nur noch 24 i. E., 
bei Roggenbrot nur noch 50i. E. je 100g, die weiben Brote enthalten 
mit etwa 161. E. noch weniger. 

6. Beziiglich des Vitamins B, ist der Weizen dem Roggen etwas 
unterlegen und auch hier nehmen beim Kleieentzug die Weizenmehle 
rascher an Vitamin B, ab als die Roggenmehle. Es enthalten Vollweizen 
50 Wachstumseinheiten, Roggen 57, die Mehle von 0 bis 82% bei 
Weizen 33, bei Roggen noch 50 Einheiten. Derselbe Gehalt wurde auch 
bei Roggenmehl 0 bis 75 % gefunden, wahrend bei dieser und den tieferen 
Ausmahlungen bei Weizen kein zahlenmaBig erfaBbarer Vitamin-B,- 
Gehalt mehr festgestellt werden, konnte. Die weiferen Roggenmehle 
enthalten demgegeniiber noch immer nachweisbare Mengen von diesem 
Vitamin. Die Roggen- und Weizenbrote verhalten sich ahnlich. 

7. Es wird auf die Bedeutung der Vollkornmehle und -brote und 
der Mehle und Brote héchster Ausmahlungsgrade, also solcher, die noch 
den gréBten Teil der Kleie enthalten, fiir die Versorgung der Bevélkerung 
mit Vitamin B, und B, hingewiesen. 

8. Vitamin B, kommt im Roggen offensichtlich in gréBeren Mengen 
als im Weizen vor. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft (Notgemeinschaft der Deut- 
schen Wissenschaft), die die Durchfiihrung der Untersuchungen unterstiitzte, 
danken wir fiir ihre Hilfe. 
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Beitrag zur kolorimetrischen Bestimmung der Harnsaure. 
Von 
Anton Kern und Emil Stransky. 
(Aus der Biologischen Abteilung des a. 6. Krankenhauses Karlsbad.) 
(Eingegangen am 12. Mdrz 1937.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die groBe Zahl von Verbesserungsvorschlagen zu der von Folin! 
(1912) angegebenen kolorimetrischen Harnsiurebestimmung mittels 
Phosphorwolframsaure bei alkalischer Reaktion, welche im Laufe der 
Jahre mitgeteilt worden ist”, spricht dafiir, daB einerseits ein Bediirfnis 
nach einer schnell ausfiihrbaren Bestimmung der Harnsaure in biologi- 
schen Fliissigkeiten besteht, andererseits die Methodik der kolori- 
metrischen Harnsaéurebestimmung noch nicht ganz befriedigt. Wenn 
man die zahlreichen Angaben iiber Abianderung der urspriinglichen 
Folinschen Methode durchsieht, so erkennt man, daB die Verbesserungs- 
vorschlage hauptsiachlich folgende Punkte betreffen: 1. die EnteiweiBung 
der biologischen Flissigkeiten, hauptsichlich des Serums, 2. Isolierung 
der Harnséure und 3. Verhinderung des Auftretens von Triibungen 
bei Ausfiihrung der Farbreaktion, welche naturgemaiB jede kolori- 
metrische Messung unméglich machen. 

Bei unseren Reihenversuchen war zunadchst das Auftreten von 
Triibungen sehr stérend, sowohl bei Verwendung von Natriumcarbonat 
nach Heilmeyer und Krebs* als auch bei Verwendung von Natrium- 
cyanid nach Harpuder*, wobei das Carbonat viel haiufiger und eher 
Tribungen entstehen lieB als das Cyanid, ganz gleich ob frische oder 
altere Lésungen verwandt wurden. Die Triibungen bestehen aus dem 
Uberschu8 an Phosphorwolframsaure, der aber unumginglich notwendig 
ist. Besonders stérend ist die UnregelmaBigkeit der Zeitdauer, nach 
welcher die Triibungen auftreten. (Diese zeigten sich zum Teil bereits 
5 Minuten nach Anstellen der Reaktion.) Andererseits haben alle bis- 
herigen Methoden den Nachteil, daB die optimale Farbstirke, welche 
gemessen werden soll, nur verhaltnismaBig kurze Zeit erhalten bleibt. 
Es ist daher schwierig, noch vor dem Auftreten der Triibungen die 
Ablesung in der vorgeschriebenen Zeit des Farbmaximums zu erledigen. 
All dies gab uns den Anla®B zu Untersuchungen iiber die kolorimetrische 


1 Folin u. Denis, J. of biol. Chem. 12, 239, 1912; Folin u. Mac Allum, 


ebenda 12, 265, 1912. — ? Literatur bis zum Jahre 1923 bei Harpuder, 
Abderhaldens Handb. IV, 4, 825—844. — * Heilmeyer u. Krebs, diese 
Zeitschr. 228, 365, 1930. — 4 Harpuder, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 32, 
378, 1923. 
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Bestimmung der Harnséure. Samtliche von uns ausgefiihrten Messungen 
wurden mit dem Pulfrichschen Stufenphotometer von Zeiss unter 
Vorschaltung des Farbfilters S861 vorgenommen; die Feststellungen 
gelten aber sinngemaB auch fiir andere kolorimetrische MeBinstrumente. 


1. EnteiweiBung. Harpuder' hat nachgewiesen, daB bei der Harnsaure- 
bestimmung eine EnteiweiSung nur bei alkalischer Reaktion mit Urany1- 
acetat statthaft ist, weil bei saurer Reaktion die genuinen EiweiBkérper 
als Kationen Harnsaéure binden und mit dem Verlust dieser ,,gebundenen 
Harnsaure** durch Mitfallung zu rechnen ist. Auch mu8B durch Zusatz von 
Aceton oder Amylalkohol die Adsorption an das Koagulum verhindert und 
ein UberschuB des Fallungsmittels méglichst vermieden werden. Schon 
Folin? hat darauf aufmerksam gemacht, daB bei seiner Methode der Ent- 
eiweiBung mittels Natriumwolframat und Schwefelsiure Verluste an Harn- 
siure méglich sind, und Haden* hat aus diesem Grunde statt der urspriing- 
lichen */,n Schwefelséure eine '/,,n Saéure empfohlen. Nach unseren 
eigenen Versuchen an einer groBen Zahl von menschlichen Seren konnten 
wir wohl zuweilen eine gréBere Harnsiuremenge bei der EnteiweiBung nach 
Harpuder feststellen, aber wir haben auch wiederholt bei der EnteiweiBung 
nach Folin-Haden die gleichen Werte erhalten. Demnach mu dem 
Verfahren von Harpuder der Vorzug gegeben werden‘. Dieses Verfahren 
hat aber den Nachteil, daB es mindestens 10 ccm Serum erfordert und 
durch die Bedingung des vorherigen Austastens der zureichenden Menge 
Uranylacetat sehr umstindlich wird. Wir haben festgestellt, daB beim 
Stufenphotometrieren der NaC N-Phosphorwolframsaurereaktion im Urany]- 
filtrat nach Harpuder bei einem Zusatz von 9,7 ccm einer 1,55 °jigen Uranyl- 
acetatlésung zu 10cem Serum kein meBbarer Unterschied fiir die Extink- 
tion ¢ gegeniiber geringeren Zusétzen von Uranylacetat gefunden wird, und 
daB8 diese Uranylmenge stets ausreicht, um ein gegen Sulfosalicylsdure 
negatives Filtrat zu erhalten. Es erscheint uns daher die Vorbestimmung 
der Uranylmenge nicht notwendig, wenn das Serum nach den Angaben 
von Harpuder vorher mit n/10 NaOH alkalisiert, die vorgeschriebene Menge 
von Aceton ® zugesetzt und mindestens 5 Minuten nach Zusatz der Uranyl- 
acetatlésung und Auffiillen zum Volumen geschiittelt wird. 


Wir empfeh'en daher als praktisch gut -brauchbare Methode der 
EnteiweiBung: 1 cem Serum mit 0,13 cem n/10 NaOH, 0,1 bis 0,2 cem 
Aceton und etwa 7 ccm Wasser versetzen, mischen, langsam 0,97 ccm 
1,55 %iges Uranylacetat zusetzen, auf 10 ccm auffiillen, 5 bis 10 Minuten 
schiitteln, durch trockenes Faltenfilter filtrieren °. 


1 Harpuder, Zeitschr. f. exper. Med. 29, 208, 1922. — * Folin, J. of 
biol. Chem. 54, 153, 1923. — *% Haden, ebenda 56, 469, 1923. — * Die 
vielfach vorgenommene Uberpriifung eines EnteiweiBungsverfahrens durch 
Wiedergewinnen zugesetzter Harnsaéure zum Serum ist auch bei 100 °,igem 
Wiederfinden nicht stichhaltig fiir die Giite des Verfahrens, da eben nur 
die ,,gebundene Harnséure‘‘ Gefahr lauft, mitgefallt zu werden. — *° Die 
Angabe von Blankenstein, diese Zeitschr. 288, 461, 1931, daB Amylalkohol! 
vorzuziehen sei, weil man héhere Harnsaéurewerte erhalt, kénnen wir nicht 
bestatigen; Aceton und Amylalkohol sind gleichwertig. — * Vom Zentri- 
fugieren ist abzuraten, weil bisweilen nicht ganz klare Abgiisse erhalten 
wurden. 
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2. Isolierung der Harnsdure. Die von Folin (1. c.) angegebene Methode 
der Isolierung mittels Silberfallung fiihrt, wie von Harpuder (1. ¢.) nach- 
gewiesen wurde, zu Harnsaureverlusten. Die zuerst von Salkowski', spater 
von Morris und Macleod? und Harpuder angewandte Met hode der Harnsiure- 
fallung durch Zinksalze mit Soda ist nach allen bisherigen Untersuchungen 
befahigt, die Harnséiure quantitativ niederzuschlagen, was wir auch stets 
bestatigen konnten. Benedict*® hat zuerst auf eine Isolierung der Harnsaure 
verzichtet, in einer spateren Arbeit, gemeinsam mit Behre* jedoch aus- 
driicklich darauf verwiesen, daB8 ohne Entfernung des Ergothioneins durch 
Ag Cl-Fallung eine exakte Harnsaurebestimmung im Serum nicht mdéglich ist. 

Jedes Isolierungsverfahren bedeutet einen betrachtlichen Aufwand 
an Zeit und Arbeit, und durch die mannigfaltigen Arbeitsginge besteht 
die Gefahr von Verlusten. Wir versuchten daher, nachzuweisen, ob 
eine [solierung der Harnsaure im Serum beim Menschen und den iiblichen 
Versuchstieren notwendig ist. Wir haben zahlreiche Parallelbestimmun- 
gen im gleichen Serumfiltrat mit und ohne Zinkfallung ausgefiihrt und 
bei normalen Menschen, in Mischseren, in Seren von Menschen, bei 
denen abnorme EiweiSverhaltnisse im Serum anzunehmen sind — wie 
bei Carcinomen, Schwangerschaft, fieberhaften Infektionen (Diphtherie, 
Typhus abdom.), Lebercirrhosen und Hepatitiden mit und ohne Ikterus 
— weiter im Serum von Hunden, Katzen, Kaninchen, Meerschweinchen 
und Ratten niemals einen praktisch ins Gewicht fallenden Unterschied 
im Harnsauregehalt bei Zinkfaillung und bei direkter Bestimmung fest- 
stellen kénnen. 

Die Zinkfallungen wurden mit NaCN in Lésung gebracht. Die Diffe- 
renzen zwischen den beiden Ablesungen fiir ¢ betrugen nicht mehr als 
1 Teilstrich, zeigten also eine fiir kolorimetrische Messungen ideale Uber- 
einstimmung. Nur im Rinderserum fand sich ein deutlich héherer Wert 
fiir ¢ bei direkter Bestimmung, doch haben bereits Pritham und Anderson 
darauf hingewiesen, daB im Rinderserum eine nicht fallbare Harnsaure- 
fraktion vorzuliegen scheint. 

Allerdings muB beriicksichtigt werden, was unseres Wissens bisher 
noch nicht beachtet wurde, daB ein Teil des NaCN durch die Bildung 
eines wasserléslichen Zinkeyanidkomplexes gebunden und dadurch die 
Menge des zur Farbentwicklung mit Harnsdéure und Phosphorwolfram- 
siure zur Verfiigung stehenden Cyanids nicht unwesentlich vermindert 
wird. Bereits Harpuder (1. c.) hat ausdriicklich darauf verwiesen, daB 
auch schon geringe Differenzen in der Menge des NaCN verhaltnis- 
maBig groBe Unterschiede in der Farbtiefe der Reaktion veranlassen, 
und fordert genaueste Abmessung des NaCN-Zusatzes. Wir konnten 
in eigens darauf gerichteten Untersuchungen feststellen, daB bei direkter 


1 Salkowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 85, 346, 1913. — * Morris u. 
Macleod, J. of biol. Chem. 50, 55, 1922. — #? Benedict, ebenda 51, 187, 
1922; 54, 233, 1922. — ‘4 Benedict u. Behre, ebenda 92, 161, 1931. — 
5 Pritham u. Anderson, J. Labor. a. clin. Med. 19, 892, 1934. 
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Ausfiihrung der NaC N-Phosphorwolframsaurereaktion im Serumfiltrat 
iiber 1 mg-% Harnsiure mehr gefunden wird, als in der durch Cyanid 
gelésten Zinkfillung bei voéllig gleichem Zusatze von NaCN in beiden 
Proben. Das gleiche Ergebnis fanden wir in reinen wiasserigen Harn- 
siurelésungen. Am besten ist der tatsichlich nicht. unbetrachtliche 
Unterschied aus der in Abb. 1 enthaltenen graphischen Darstellung der 
beiden Extinktionskurven der Farbreaktionen mit und ohne vorher- 
gehender Zinkfallung zu ersehen. 
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Abb. 1, Eichkurven fiir die Extinktionswerte 
a5 ath a oe ‘ae as der Reaktion von Phosphorwolframséure mit 
1 ff j | wisserigen Harnsiurelisungen. Messung im 
— ——— Stufenphotometer mit Farbfilter S 61/10 mm 
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ark - is | | III: Harnsiure-Phosphorwolframséure-Reaktion 
T | mit Silikatglycerinlésung. 
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Der Wert fiir A (Absorptionsverhaltnis) betragt nach diesen 
Kurven 0,643 ohne Zinkbehandlung und 0,755 bei Zinkbehandlung. 
Diese Differenz wird durch die Multiplikation mit dem Verdiinnungs- 
faktor recht erheblich und fiihrt bei Berechnung der Harnsaurekonzen- 
tration zu Fehlbetragen von iiber 1 mg-%. 


Wir sind der Meinung, da die bisherige Nichtbeachtung dieses Um- 
standes dazu gefiihrt hat, anzunehmen, daB man beim Anstellen der direkten 
Reaktion zu groBe Harnsaurewerte findet gegeniiber denen bei Isolierung 
durch Zinkfallung. Insbesonders sollen folgende drei Substanzen durch 
unspezifische Reaktion mit der Phosphorwolframséure zu hohe Harnséure- 
werte liefern: Glucose, Glutathion und Ergothionein (Thionein). Hinsichtlich 
der Glucose konnten wir in Zusatzversuchen feststellen, daB erst bei einem 
Blutzuckerwert von mehr als 600 mg-°% merklich héhere Extinktionswerte 
gefunden werden, was praktisch wohl kaum in Betracht gezogen werden 
muB. Bei Zusatz von Glutathion zum Serum bis zu einem Wert von iiber 
100 mg-®% fanden wir gar keinen Einflu8. Mit Ergothionein konnten wir 
keine Zusatzversuche anstellen, da uns diese Substanz nicht zur Verfiigung 
stand. Wir konnten aber unter genauer Einhaltung der von Benedict und 
Behre (1. ec.) angegebenen Methode der Silberchloridfallung im Serumfiltrat 
(nach Harpuder) keinen meBbaren Unterschied in den Extinktionen bei 
direkter Harnsdurebestimmung mittels NaC N und Arsenowolframsdure und 
bei Silberfdllung feststellen, welche nach den genannten Autoren das Ergo- 
thionein quantitativ enthalt. Allerdings haben wir auch hier den NaCN- 
Verbrauch durch die H Cl des Benedict schen Reagens beachtet : 10 cem Serum 
werden mit 9,7 cem Uranylacetat nach Harpuder in der Endverdiinnung | : 10 
enteiweiBt. 5 cem des Filtrats werden mit 2,5 cem einer Lésung von 
0,3°4 LiCl, welche 2°, konz. HCl enthalt, und 2,5 cem einer 1,16°, 
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AgNO,-Lésung versetzt; sodann wird eine halbe Minute zentrifugiert. Der 
nicht ganz klare AbguB wird durch ein kleines aschefreies Filter filtriert (4). 
Gleichzeitig werden 5cem Wasser mit je 2,5eem der beiden Lésungen 
ebenso behandelt (B). 7 cem des Filtrats A werden mit 3,5 cem Wasser, 
leem 10° igem NaCN und 0,5 cem Arsenowolframsaure versetzt, 7 cem 
des Filtrats mit 3,5 cem des urspriinglichen Serumfiltrats ebenso behande}s. 
Beide Proben ergeben nach 10 Minuten Stehen bei Zimmertemperatur 
denselben Wert ¢ = 0,18. In beiden Proben waren die gleichen Mengen HCl 
und Serumfiltrat (7/;) von 5 cem) anwesend. Es konnte demnach ein EinfluB 
der AgCl-Fallung auf die Harnsaéurereaktion mit Arsenowolframsiaure nicht 
ermittelt werden. 

Nach diesen Feststellungen haben wir folgendes Verfahren ein- 
geschlagen, um zu entscheiden, ob tatsichlich eine Zinkisolierung bei 
der Harnsaéurebestimmung im Blutserum erforderlich ist. 


10 cem Serum werden mit 9,7 cem Uranylacetat nach Harpuders Ver- 
fahren enteiweiBt, aber nicht in der Endverdiinnung 1: 5, sondern 1: 10, 
da wir uns iiberzeugt haben, daB diese Anderung keinen EinfluB auf die 
feststellbare Harnséuremenge hat. 25 cem des mit Sulfosalicylsiure negativ 
reagierenden Filtrats werden mit 2,5 cem 2,5 °,iger Zinkchloridlésung (oder 
4° iger Zinksulfatlésung) und 1 ecem 10° iger Natriumcarbonatlésung im 
Zentrifugenglas vermischt, 1 Stunde stehengelassen, zentrifugiert und der 
Riickstand zweimal mit Wasser gewaschen. Der Niederschlag wird im 
Zentrifugenrohr in genau 2,5 cem frisch bereiteter 10° iger NaC N-Lésung 
und 5 cem Wasser gelést, mit kleinen Wassermengen in ein 25-cem-K6lbehen 
iibertragen und zum Volumen aufgefiillt. Hiervon werden 10 ecm mit 
genau leem der Cyanidlésung und 1 ecem der Phosphorwolframsaure in 
einem 25-cem-Kélbchen versetzt, aufgefiillt und ¢ nach 10 Minuten Stehen 
bei Zimmertemperatur unter Vorschaltung von 8 61 in der 10-mm-Kiivette 
kolorimetriert. Gleichzeitig wurde eine gleiche Zinkfallung in dest. Wasser 
durchgefiihrt und ebenso mit NaCN behandelt. Zu den 10 cem der Lésung 
des Zinkniederschlags in NaCN kamen 10cem des Serumfiltrats, 1 ecm 
Cyanid und 1cem Phosphorwolframsaure, dann wurde auf 25cem auf- 
gefiillt. Als dritte Probe wurden 10 ccm Serumfiltrat mit 2cem Cyanid 
und 1 cem Phosphorwolframsaure versetzt und auf 25 cem aufgefiillt. Nach 
dieser Methode fanden wir, wie bereits berichtet wurde, niemals einen 
praktisch bedeutsamen Unterschied zwischen der mit Zinkfallung be- 
handelten Filtratprobe und einer der gleichen Zinkcyanidmenge zugesetzten 
Filtratprobe, hingegen stets betrachtliche Differenzen in der dritten Filtrat- 
probe (iiber 1 mg-%), welche ohne Beriicksichtigung des Cyanidverbrauchs 
durch Zink angesetzt worden war. 

Als Beispiel einer der zahlreichen Untersuchungen, welche alle das 
gleiche Ergebnis hatten, sei hier angefiihrt: 





e (S 61/10 mm) mg-°/) Harnsiure 


Filtratprobe 1 ohne Zinkbehandlung. . ... . 0,39 6,2 


» 2 mit 4 er ie ee 0,31 5,0 
- 3 ohne - aber mit der i 
gleichen Zinkcyanmenge wie in 2 0,32 | 5,0 


Wir konnten demnach mit zureichender Sicherheit feststellen, daB 
eine Zinkisolierung bei der kolorimetrischen Harnsdurebestimmung im 
Serum von gesunden und kranken Menschen, von den, Katzen, 
Serum g ler 1 kranken M hen, von Hund Katzen 
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Kaninchen, Meerschweinchen und Ratten nicht erforderlich ist. Dies 
gilt sowohl fiir frische Sera als auch fiir Sera, die 48 Stunden ohne 
Zusatz eines Konservierungsmittels aufbewahrt wurden!, ebenso auch 
fiir hamolytische Sera. 

3. Die Farbreaktion. Das Ziel unserer Bestrebungen war, statt des 
NaCN und der Soda ein Reagens zu finden, das mit Phosphorwolfram- 
siure und Harnsdéure eine triibungsfreie Farbreaktion gewahrleistet, 
deren gré8te Farbtiefe fiir eine langere Zeitspanne erhalten bleibt. 
Nach vielfaltigen Vorversuchen, z. B. mit NaOH, Na,HPO,, Na,PQ,, 
Natriumborat und anderen alkalisch reagierenden Salzlésungen fanden 
wir im Natriumsilikat die gesuchte Substanz. 

Das im Handel erhaltliche Wasserglas erwies sich ebenso wie einige 
Sorten kristallisierten Natriumsilikates minder brauchbar. Am_ besten 
bewaihrte sich das Natrium silicicum siccum purissimum (Merck oder 
Schuchardt). Die Farbreaktion mit Silikatlésung ist bedeutend weniger 
empfindlich als jene mit Cyanid, denn wir fanden keinen meSbaren Unter- 
schied beim Ansatz im Verhaltnis Phosphorwolframsaure : Silikat = 1: 6 
bis 1: 7. Bei Einhaltung des Verhaltnisses 3,5 cem 10° iges Natriumsilikat 
zu 0,5 eem Folinscher Phosphorwolframsaure in einem Gesamtvolumen von 
10 bis 12 cem wird das Farbmaximum bei Zimmertemperatur nach 20 bis 
25 Minuten erreicht und bleibt mindestens 1 Stunde in unveranderter 
Starke ohne die geringste Triibung erhalten. Der Untersucher hat somit 
reichlich Zeit, eine ganze Serie gleichzeitig angesteilter Reaktionen bequem 
zu untersuchen. Die Farbstarke nimmt ungefihr 1'/, Stunden nach Aus- 
fiihrung der Reaktion langsam ab. Triibungen haben wir niemals, auch nicht 
nach zwélfstiindigem Stehen bemerkt. Eine Beschleunigung der Farb- 
entwicklung durch Erwiarmen ist nicht ratsam, da hierbei das Farbmaximum 
schneller absinkt. Auch hat Brown? gefunden, daB beim Erwarmen das 
Glutathion stért. Hingegen empfehlen Keighley und Borsook® ein Erwirmen 
der Proben auf 37° C als Modifikation der Methode Morris-Macleod (Arseno- 
wolframséure und NaCN) und finden danach die Farbe viel langer konstant. 


Das Natriumsilikat gibt mit dem im Serumfiltrat in geringen 
Mengen vorhandenen Uranylacetat zuweilen, nicht in der Regel, eine 
sehr feine Triibung, welche, wenn iiberhaupt, sofort bei Anstellen der 
Reaktion (schon vor dem Phosphorwolframsaurezusatz) auftritt. Zur 
Vermeidung dieser feinen Triibung, welche keineswegs identisch ist 
mit der durch Cyanid oder Soda verursachten Ausfallung der Phosphor- 
wolframsaiure, fanden wir einen Zusatz von Glycerin im Verhialtnis 
1:6 zur 10%igen Silikatlésung als geeignet. Das Glycerin hat, wie 
wir an reinen wasserigen Harnsaurelésungen feststellen konnten, keiner- 
lei EinfluB auf die Farbreaktion. 


Wir verwandten die von Folin angegebene Phosphorwolframsiure, 
bereitet aus Natrium wolframicum pro analysi Merck. Sie erwies sich als 


1 Innerhalb von 48 Stunden nimmt der Harnséuregehalt des Serums 
nicht ab, erst am dritten Tage nach Entnahme war ein Sinken des Harn- 
siurespiegels bemerkbar. — * Brown, J. of biol. Chem. 68, 123, 1926. — 
3 Keighley u. Borsook, J. Labor. a. clin. Med. 19, 650, 1934. 
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durchaus gleichwertig mit der von Folin und Marenzi! angegebenen Phos- 
phorwolframsaure ,,frei von Phenolreagens‘‘, deren Herstellung viel um- 
standlicher und kostspieliger ist. Die von Benedict (1. c.) angegebene Arseno- 
wolframsaure ergab bei unseren vergleichenden Untersuchungen in Serum- 
filtraten keinen Vorteil gegeniiber der Phosphorwolframsaure. Die von 
Herzfeld? auch als EnteiweiBungsmittel benutzte Phosphormolybdansaure, 
welche zuerst von Folin® als Harnséurereagens empfohlen wurde, ist weit- 
aus weniger spezifisch als die Phosphorwolframsaéure, wodurch wohl die 
abnorm hohen Blutharnséurewerte von Herzfeld zu erklaren sind. Seine 
Enteiwei8ungsmethode ist zudem sehr umstandlich und erfordert 2 cem 
Serum. 


Die folgende Arbeitsvorschrift gilt fiir die kolorimetrische Be- 
stimmung der Harnsaure in wasserigen Lésungen, im Serum, Plasma, 
Vollblut, Harn und anderen biologischen Fliissigkeiten. Unsere Methode 
ist aber nicht brauchbar fir die Bestimmung der Harnséure in Geweben 
bzw. Gewebsausziigen, bei welchen eine Isolierung der Harnsaure 
durch Zinkfaillung unumgianglich notwendig ist. Es ist uns bisher nicht 
gelungen, den Zinkniederschlag mit Natriumsilikat bei Anwendung 
verschiedener Zusatze triibungsfrei in Lésung zu bringen, was mit 
NaCN glatt vonstatten geht 4. Fiir derartige Untersuchungen erscheint 
allein die Cyanidmethode brauchbar. 


Erforderliche Lésungen. 


1. Uranylacetat: 1,55 °,ige wasserige Lésung, filtriert. 
2. n/10 NaOH. 
3. Aceton. 

. Phosphorwolframsaure nach Folin: 50 g Natrium wolframicum pro 
analysi Merck werden mit 40 ccm 85 °%iger Phosphorsiure purissimum und 
350 cem dest. Wassers wenigstens 2 bis héchstens 24 Stunden am RiickfluB- 
kiihler in leichtem Sieden erhalten und nach dem Abkiihlen auf 500 ccm 
mit Wasser aufgefiillt. In brauner Glasstépselflasche dauernd haltbar. 


cs 


5. Natriumsilikatlésung: Eine 10° ,ige wiasserige Lésung aus Natrium 
silicicum siccum purissimum, zu bereiten durch portionsweises Eintragen 
in heiBes Wasser. Nach Erkalten und Auffiillen zum Volumen 24 Stunden 
bei Zimmertemperatur stehenlassen, durch gehirtetes Filter filtrieren. Zu 
6 Teilen der vollkommen klaren Lésung wird 1 Teil Glycerin zugesetzt und 
gut gemischt. Diese Lésung ist 3 Wochen brauchbar, nach dieser Zeit muB 
eine neue Farbkurve angelegt werden, welche wiederum nach einiger Zeit 
kontrolliert werden mu8. 


Die Eichkurven sind nach den allgemeinen Regeln fiir das Stufen- 
photometer mit reiner Harnsdurelésung zu ermitteln, welche mittels 
Lithiumcarbonat frisch bereitet wird. Eine Lésung von 1,2 mg-% ist gut 
geeignet. 


1 Folin u. Marenzi, J. of biol. Chem. 88, 109, 1929. — 2? Herzfeld, 
Mikrochem. 15, 305, 1934. — * Folin, J. of biol. Chem. 60, 472, 1924. — 
4 Wir haben als Zusatze Gummilésung, Harnstoff, Citrate, Tartrate, Rho- 
danide, Halogensalze vergeblich ausprobiert. 
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Harnsdurebestimmung im Blutserum. 1 ccm Serum wird im 10-cem- 
Mischzylinder mit 0,13 ccm n/10 NaOH, etwa 7 ccm Wasser und 0,1 
bis 0,2cem Aceton versetzt und gemischt; hierauf werden langsam 
0,97 cem Uranylacetatlésung zugesetzt, mit Wasser zum Volumen auf- 
gefiillt und dann erst 5 bis 10 Minuten nicht zu kraftig geschiittelt. 
Filtration durch kleines trockenes Faltenfilter. 6ccm des Filtrats 
werden in kleinem Mischzylinder mit 2,6 cem der Glycerin-Silikatlésung 
und 0,4 cem Phosphorwolframsaure versetzt, gemischt und bei Zimmer- 
temperatur stehengelassen. Die Ablesung erfolgt friihestens 20 Minuten 
und lingstens 90 Minuten nach Anstellen der Reaktion in der 20-mm- 
Kiivette unter Vorschaltung des Farbfilters S 61 gegen Wasser. 

Harnsdurebestimmung im Harn. EiweiBhaltige Harne miissen durch 
Hitzekoagulation vorbehandelt werden. Harne mit Urattriibungen sind 
zu erwarmen oder durch Zusatz von etwas Soda zu kliren. Von dem 
hundertfach verdiinnten Harn (bei sehr diluierten Harnen fiinfzigfache 
Verdiinnung) werden 8 ccm mit 3,5cem Glycerinsilikatlésung und 
0,5 cem Phosphorwolframsaure versetzt, gemischt und wie oben unter- 
sucht. Ablesung je nach Farbstarke in der entsprechenden Kiivette. 

Berechnung: 

é.A.V 
. = mg-% Harnsiure. 

é ist die abgelesene Extinktion, s die Schichtdicke der verwendeten Kiivette 
in em, A ist das Verhaltnis ¢/e (Extinktionsfaktor fiir 10mm dividiert 
durch bekannte Harnséurekonzentration, welcher vorher bei der Eichung 
der zu verwendenden Reagenzien jeweils bestimmt wird); V ist der Ver- 
diinnungsfaktor; dieser betragt bei zehnfacher Serumverdiinnung des 
Filtrats und bei Einhaltung der obigen Vorschrift, 6 cem Filtrat auf 9 cem 
zu bringen, 15; bei hundertfacher Harnverdiinnung und der Vorschrift 8 cem 
auf 12 cem zu bringen, 150. Verwendet man die 20-mm-Kiivette bei obiger 
Serumbestimmung, so vereinfacht sich die Bereehnung: mg-°, Harnsaéure 

é,, A .7,5. Fiir A wurden je nach der Beschaffenheit des Silikatpraparats 
Werte von etwa 2,0 bis 1,7 gefunden. 

Parallelbestimmungen nach der Methode Hearpuder (1. c.), Heilmeyer 
und Krebs (1. ¢.), Morris-Macleod (1. ¢.) und unserer Arbeitsvorschrift 
ergaben im menschlichen Serum praktisch vollkommen iibereinstimmende 
Werte, es fanden sich lediglich Differenzen bis zu + 0,2 mg-°,, was inner- 
halb der Fehlergrenzen jeder kolorimetrischen Methodik liegt. Der Vorteil 
der Silikatmethode gegeniiber den anderen Verfahren liegt in der triibungs- 
freien, lange stabilen Farbreaktion und der guten Haltbarkeit der Reagenzien. 
Die gegeniiber dem Cyanidverfahren wesentlich geringere Farbstarke! (etwa 
1/,.) ist nur ein scheinbarer Nachteil, denn gerade durch ihre besondere 


! Die Phosphorwolframséure-Sodareaktion mit Harnséure ist etwas 
farbschwacher als die Silikatreaktion. Die Farbintensitat der Silikat- 
reaktion ist véllig ausreichend, da selbst so kleine Harnséurekonzentrationen, 
wie sie in Tierseren gefunden wurden, wie 0,5 bis 1,0 mg-°,, gut ablesbare 
Extinktionswerte ergaben. 
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Farbstarke ist die Cyanidreaktion auBerordentlich empfindlich. Sie gibt 
schon bei geringen Fehlern der Abmessung der Reagenzien groBe Unter- 
schiede. Dazu kommt noch der Ubelstand, daB bei dem Arbeiten mit der 
fertigen Cyanidreaktionsfliissigkeit, die iiberaus unangenehmen und gefahr- 
lichen Blauséuredimpfe entstehen. Wahrend bei der Cyanidreaktion das 


Beer-Lambertsche Gesetz nur bis zu einer Konzentration von 0,4 mg-°®, 


Harnsaéure in der kolorimetrierten Lésung Geltung hat, gilt dieses Gesetz 
bei Verwendung der Silikatl6sung bis zu einer Harnséurekonzentration 
von 0,6 mg-%, d.h. bis zu dieser Grenze zeigt die Extinktionskurve einen 
linearen Verlauf, wie dies aus Abb. 1 ersichtlich ist. 

Die Farbreaktion der Harnsiéure mit Phosphorwolframsaure erfordert 
eine erhebliche Alkalinitat, welche einem py von ungefahr 10 der fertigen 
Reaktionslésung entspricht. Die Silikatreaktion ist weniger alkalisch als 
die Sodareaktion und stirker alkalisch als die Cyanidreaktion. 


Zusammenfassung. 

1. Zur EnteiweiBung des Serums fiir eine kolorimetrische Harn- 
siurebestimmung ist das Verfahren von Harpuder den iibrigen Methoden 
vorzuziehen. Unter Vereinfachung der urspriinglichen Arbeitsvorschrift 
ist dieses Verfahren fiir 1 cem Serum gut geeignet. 

2. Im Serum von gesunden und kranken Menschen, Hunden, 
Katzen, Kaninchen, Meerschweinchen und Ratten ist eine vorher- 
gehende Isolierung der Harnsiure entbehrlich. Bei der Lésung des 
Zink-Sodaniederschlags durch Natriumeyanid nach den bisher iiblichen 
Verfahren der Isolierung muB beachtet werden, daB ein Teil des Cyanids 
fiir die Bildung eines Zink-Cyankomplexes verbraucht wird. Dadurch 
kommt eine schwichere Farbreaktion zustande. Bei Beriicksichtigung 
dieses Umstandes konnte niemals ein praktisch erheblicher Unterschied 
der direkten Harnsaéurebestimmung des Serums und der nach Isolierung 
durch Zinkfallung festgestellt werden. 

3. Glucose stért bei der kolorimetrischen Harnsaurebestimmung 
erst in Mengen, welche einen Blutzuckerwert von 600 mg-°% iiber- 
schreiten. Glutathion hat bis zu 100 mg-% keinen EinfluB. Eine zur 
Entfernung von Ergothionein nach Benedict und Behre ausgefiihrte 
Chlorsilberfaillung im Serumfiltrat hat keinen EinfluB auf den Extink- 
tionswert der Farbreaktion. 

3. Es wird ein neues Reagens zur Anstellung der Phosphorwolfram- 
siurereaktion mit Harnsiure angegeben, welches eine triibungsfreie 
Farbreaktion gewahrleistet, deren Farbmaximum mindestens I Stunde 
unverandert erhalten bleibt. Dieses Reagens ist eine 10% ige Lésung 
von Natriumsilikat mit einem Zusatz von Glycerin. 

















Uber den Einfiub 
verschiedener Avitaminosen auf den Milchsiureumsatz. 
Von 
F.-E. Krusius und P. E. Simola. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Laboratorium der Universitat Helsinki.) 


(Eingegangen am 10. Marz 1937.) 


Die Beziehung der Vitamine und insbesondere der Komponenten 
der B-Vitamingruppe zu den mit dem Kohlenhydratstoffwechsel eng 
verkniipften Reaktionen ist in der Literatur ziemlich haufig behandelt 
worden. Uber die Bedeutung der Vitamine fiir diese Umsetzungs- 
prozesse ]iBt sich aber vorlaéufig nur wenig Sicheres aussagen. 

DaB zwischen dem Milchsaurestoffwechsel und einigen Avitaminosen 
gewisse Beziehungen bestehen, geht teilweise schon aus friiheren Arbeiten 
hervor. Wir verweisen hier vor allem auf die Untersuchungen von 
Collazo und Mitarbeitern (1), Yanaka (2), Hayasaka (3), Kinnersley 
und Peters (4), Kaufmann-Cosla und Mitarbeitern (5), sowie Birch und 
Harris (6). Diese Bestimmungen sind aber hauptsachlich nur entweder bei 
totalem Vitaminmangel oder bei Ausfall des sogenannten antineuritischen 
Faktors vorgenommen worden und sind uberdies relativ gering an Zahl, 
so daB man keine weitgehenden Schiliisse aus ihnen ziehen kann. Ferner 
wurde die Wirkung des Hungers auf den Milchsiureumsatz dabei 
gar nicht beriicksichtigt. Die interessante Frage, ob ein einziges Vitamin 
oder irgendeine Vitaminkomponente eine spezifische Wirkung auf den 
Milchsiureumsatz ausiibt, oder ob fiir den normalen Milchsaurestoff- 
wechsel mehrere Faktoren nétig sind, —_ durch die angefiihrten 
Untersuchungen nicht geklart. 

‘ Uns interessierten bei unserer Arbeit in erster Linie die verschiedenen 
Komponenten der B-Vitamingruppe. In letzter Zeit haben sich, wie 
bekannt, die Kenntnisse tiber die Wirkungsweise des B,- und B,- 
Vitamins betrachtlich erweitert und wir wissen heute, daB diese Vitamine 
in gewisser Beziehung zu dem allgemeinen Umsatz der Kohlenhydrate 
stehen. Da sich in der Literatur vor kurzem das Bestreben bemerkbar 
machte, auch das A- und das C-Vitamin mit dem Kohlenhydratumsatz 
in Verbindung zu bringen [vgl. z. B. (7), (8)], fanden wir es angebracht, 
diese Frage auch hinsichtlich des Milchséureumsatzes zu untersuchen, 
obgleich uns eine solche Beziehung a priori weniger wahrscheinlich 
erschien. 

Methodik. 


Als Versuchstiere wurden Ratten und Meerschweinchen benutzt; die 
Ratten dienten zu A- und B-Vitaminversuchen, die Meerschweinchen zu 
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A- und C-Vitaminversuchen. Neben den Versuchstieren wurden stets 
Kontrolltiere untersucht, die mit gleicher Grundkost gefiittert wurden, nur 
mit dem Unterschied, daB ihnen das Vitamin in der iiblichen Tagesdosis 
verabreicht wurde. 


Die Zusammensetzung der Grundkost bei den Ratten-Versuchen war 
folgende: 


pe ree | 
CAN Se ee a ee) ll ANE. Fe Sg 
PROUMMRE fn a Uk 8 ee eo eee ee” 6 eee 
Mac Collums Salzmischung ....... 5 ,, 


Diejenigen Tiere, die nicht in B-Avitaminose gehalten wurden, be- 
kamen zu der Grundkost 40 Teile frische Backerhefe oder entsprechend 
13,5 Teile Trockenhefe. 


In den Versuchsserien mit B-Vitaminen, bei welchen die Tiere ohne die 
thermolabilen B-Vitaminfaktoren gehalten werden sollten, wurde der 
Grundkost als B-Vitaminquelle autoklavisierte Hefe hinzugefiigt. Dazu 
wurden 1000 g Trockenhefe mit 1250 cem n/10 NaOH-Lésung griindlich 
verrieben und dann bei 120° 5 Stunden lang im Autoklaven erhitzt, wonach 
die Hefemasse auf Glasplatten getrocknet wurde. In einigen Versuchsreihen 
wurde statt frischer Hefe oder Trockenhefe zellfreier Hefekochsaft verwendet, 
um den sogenannten Restfaktor auszuschalten. Mit diesem Kochsaft 
(1 Teil Trockenhefe plus 15 Teile Wasser) wurde die Grundkost zu einem 
Brei verriihrt, und auBerdem bekamen die Tiere zur Deckung ihres Vitamin- 
bedarfs den Saft zu trinken. Zur Entfernung des B,-Vitamins wurde in 
einigen Fallen der Hefekochsaft mit Frankonit behandelt (10 g Frankonit 
auf 100 g Kochsaft). Der erhaltene Hefesaft war ganz farblos; wahrscheinlich 
wurden aber durch dies Vorgehen auch noch andere B-Komponenten ent- 
fernt, was nicht beabsichtigt war. SchlieBlich wurde in einigen Versuchen 
als B-Vitaminquelle statt Hefe das Eiwei von Hiihnereiern verwendet 
(260 g Grundkost, 400 g koaguliertes Hiihnereiweif8 und 25 g Wasser). In 
dieser Kost sollen B, und ein antidermatitischer Faktor (B,?) fehlen. 


Als B,-Vitaminquelle wurden den Ratten 10 bis 20mg Acid clay- 
Adsorbat verabreicht und in einigen Fallen sogar kristallisiertes reinstes 
B,-Vitamin. Um den A- und D-Vitaminbedarf zu decken, wurden der 
Nahrung taglich Vogan und Vigantol zugesetzt. (5 Tropfen Vogan und 
5 Tropfen Vigantol auf 520 g Grundkost, verriihrt mit 600 g Wasser.) Bei 
den A-Vitaminkontrolltieren erfolgte die Zufuhr durch Einpipettieren von 
stark verdiinnter Voganlésung in Arachiddl. 


Bei den Meerschweinchen-Versuchen wurde die folgende einfach zu- 
sammengesetzte Grundkost verwendet, die einer von uns [Simola (1932)] 
friiher fiir A- und C-Vitaminversuche benutzt hat. 


RS. 5 ood greed s &- 6. 0 eee 
er Un ee ea ee ee ca 
3 ere eee ee ne eer eee ee 
CE BIH se, We ito lect bere Wied cian wm 
(OO SE oC ret ae ee See eT eee ae Nye 
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Der C-Vitaminbedarf wurde durch Eintraéufeln von 5 ccm frisechem 
Apfelsinensaft, der A- und D-Vitaminbedarf durch eine verdiinnte Lésung 
von Vogan und Vigantol in Arachid6él gedeckt. 

Die Milehséiurekonzentration im Blute wurde hauptsachlich nach 
kolorimetrischen Methoden bestimmt. Zum iiberwiegenden Teile wurden 
die Bestimmungen nach der Methode von Mendel-Goldscheider (9) aus- 
gefiihrt, zum Teil aber auch nach der Methode von Dische-Laszl6é (10) (in 
* versehen). Alle iibrigen bekannten Farbreaktionen 
der Milehséiure, wie mit Thiophen, Guajakol, Ferrichlorid u. a. wurden auf 
ihre Eignung fiir quantitative Bestimmungen untersucht, erwiesen sich 
aber durchweg den oben angefiihrten Methoden in mehreren Punkten unter- 
legen. Uber die Einzelheiten der verschiedenen Bestimmungsverfahren wird 
der eine von uns (Arusius) an anderer Stelle berichten. 


den Tabellen mit einem 


Teilweise wurden Parallelbestimmungen nach der titrimetrischen 
Methode von Firth und Charnass, modifiziert von Lieb und Zacherl (11), 
ausgefiihrt. Dabei wurde, um alle Fehlerquellen zu vermeiden, ein und 
dasselbe von EiweiB und Kohlenhydraten befreite Filtrat verwendet, und 
zwar fiir beide Bestimmungen ein entsprechender Teil. 

Bei Harn ergibt nach unseren Erfahrungen nur die titrimetrische 
Methode zuverlissige Ergebnisse. Bei der kolorimetrischen Bestimmung 
entstehen nimlich infolge der Schwefelsiurebehandlung gelbbraune Farb- 
stoffe, welche die Hauptfarbe mehr oder weniger verdecken. Die Elimi- 
nierung der farbstoffbildenden Substanzen ist uns trotz Priifung vieler 
verschiedener Fallungsmethoden nicht gelungen. 

Zur Milchsiéurebestimmung im Blute benutzten wir gewéhnlich 1 cem 
Blut, eine Menge, die von einem Tier erhalten werden kann. Bei sehr 
kleinen Tieren waren wir manchmal ge#wungen, zwei bis drei Tiere derselben 
Gruppe heranzuziehen. Die Milchséiurekonzentration des Blutes ist be- 
kanntlich schon innerhalb physiologischer Grenzen etwas schwankend und 
u. a. abhaingig von dem Zeitpunkt der letzten Nahrungsaufnahme und von 
starker Muskelarbeit, nach welcher viel Milchsaéure in das Blut geschwemmt 
wird. Wir bemiihten uns deshalb, bei unseren Versuchen méglichst gleiche 
auBere Bedingungen einzuhalten und vor allem extreme Muskelarbeit der 
Tiere unmittelbar vor dem Téten zu vermeiden, 

- Will man aus den Bestimmungen ein sicheres Bild iiber die Ver- 
schiebungen im Blutmilchsiuregehalt der Versuchstiere gegeniiber den 
normalen Kontrollen gewinnen, so ist eine méglichst groBe Anzahl von 
Untersuchungen auszufiihren, um daraus einen Durchschnittswert er- 
rechnen zu kénnen. Nur auf diese Weise kann man einzelne individuelle 
oder zufillige Schwankungen in der Milchséiurekonzentration aus- 
schalten und verhaltnismaBig zuverlissige Ergebnisse erzielen. Im ganzen 
wurden an mehr als 200 Ratten und Meerschweinchen Bestimmungen 
ausgefiihrt. 

Versuchsergebnisse. 
1. A-Vitaminversuche. 

Wie aus den Tabellen I bis IV hervorgeht, sind bei A-Vitamin- 
mangel keine deutlichen Veradnderungen des Milchsaurespiegels im 
Blute der Versuchstiere zu beobachten. Bei den A-avitaminotischen 
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Tabelle I. Meerschweinchen mit A-Vitaminmangel. 


(Herbst 1935.) 





Gewicht der Tiere in g Milchs&ure 














ous " Anzahl Versuchsdauer : olla 
Bestimmung der Tiere in Tagen am Anfens pe pg 
des Versuchs | des Versuchs ’ 
1 1 38 185 245 31,3 
2 1 38 210 230 30,7 
i 1 37 155 197 33,3 
4 1 40 160 220 19,0 
Durchschnittswert 28,33 mg-°, Milchsaure. 
Tabelle Il. Gesunde Meerschweinchen. 
Kontrollen zu Tabelle I. 
Gewicht der Tiere in g Milchsiure 
, Anzahl Versuchsdauer __ ce itacceah Salata - a ees 
3es y fre A - Blut 
ieee der Tiere in Tagen am Anfang am Ende Pepto 
des Versuchs des Versuchs 5 
1 1 37 160 315 24,0 
2 1 37 120 309 82,3 
3 1 40 135 314 28,8 
Durchschnittswert 28,35 mg-°, Milehsaure. 
Tabelle III. Ratten mit A-Vitaminmangel. 
(Friihjahr 1935.) 
Gewicht der Tiere in g Milchsaure 
, Anzahl 5 | el Sei ES SA ARE er 
; y 4 - slut 
NS der Tiere in Tagen am Anfang am Ende _ | Robe 
des Versuchs des Versuchs 3 
‘ ie 66 30 96 20,0 
2 1 66 80 82 20,3 
3 1 60 25 130 20,4 
4 1 60 27 132 19,6 
Durchschnittswert 20,1 mg-°,, Milechséure. 
Tabelle IV. Gesunde Ratten. 
Kontrollen zu Tabelle ITI. 
Gewicht der Tiere in g Milchsadure 
: Anzahl Versuchsdauer _ Brees 
3 y . pe 3] 
acl der Tiere in Tagen am Anfang am Ende Bg ioe » 
des Versuchs des Versuchs 
1 1 66 30 185 18,0 
2 72 37 250 23.0 
3 1 72 50 290 20,8 
4 1 72 35 135 23,0 
5 1 72 40 200 25.3 
6 1 86 40 255 31,25* 


Durchschnittswert 23,5 mg-°®,, Milchsaéure. 
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Meerschweinchen kamen wir zu genau demselben Milchséuredurch 
schnittswert wie bei den normalen Kontrolltieren (28,3 mg-%, vgl. 
Tabelle I und II); bei den A-avitaminotischen Ratten fanden wir dagegen 
einen etwas geringeren Milchsdurewert als bei den gesunden Vergleichs- 
tieren (20,1 mg-°%, gegeniiber 23,7 mg-% bei den Kontrollen, vgl. 
Tabelle III und IV). Dieser geringen Senkung der Milchséurekonzentra- 
tion bei A-Versuchsratten méchten wir aber schon deshalb keine gréBere 
Bedeutung beimessen, weil der Durchschnitt nur aus vier Bestimmungen 
errechnet worden ist. 


Die Ergebnisse sprechen also nicht dafiir, dab, wie behauptet, enge 
Beziehungen zwischen der Glykolyse und dem A-Vitamin bestehen. 


2. C-Vitaminversuche. 

Aus den Tabellen V und VI sind die Resultate der C- Vitaminversuche 
zu ersehen. Bei den Skorbutmeerschweinchen fanden wir eine leichte 
Steigerung des Milchséuregehalts von 27,2 mg-% bei den gesunden 
Kontrollen auf 35,8 mg-° beiden Versuchstieren, was einer prozentualen 
Zunahme von durchschnittlich 24% entspricht. Diese Steigerung ist 
im Vergleich zu den Ergebnissen, die wir bei den Ratten mit B-Vitamin- 
mangel fanden, recht gering. Trotzdem ]aBt sich die Méglichkeit eines 
gewissen Einflusses des C-Vitamins auf den Kohlenhydratstoffwechsel 
nicht ohne weiteres ablehnen. Es sei aber schon in diesem Zusammen- 
hang erwahnt, daB der eine von uns (Simola) bei skorbutkranken Meer- 
schweinchen keine deutlichen Veranderungen des Blutzuckergehalts 
gefunden hat. Uber diese Untersuchungen werden Simola und Helve 
an anderer Stelle berichten. 


Tabelle V. Meerschweinchen mit C-Vitaminmangel. 
(Friihjahr 1935.) 
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é || Gewicht der Tiere ing || Mijehsuure 
Bestimmung der Tiere ~~ am Anfang | am Ende i Phone 

| des Versuchs | des Versuchs || ore 
1 1 25 a | ee TT ae 
2 Ooo Sr ohare ao Poe 
3 1 | 85 i 1 ae 42.0 
4 1 35 265 260 36,4 
5 1 | 45 190 210 43,5 
6 1 21 250 232 50,0 
7 1 21 220 | 265 45,5 
8 1 21 210 168 37,7 
9 1 39 190 268 20,0 
10 1 54 230 290 40,0 
11 1 54 280 210 23,5 
12 1 54 310 230 35,8 


Durchschnittswert 35,82 mg-°, Milchséure. 
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Tabelle VI. Gesunde Meerschweinchen. 
Kontrollen zu Tabelle V. 








ss Gewicht der Tiere in g Milchsa&ure 
os Anzahl Versuchsdauer EINE OE RT ee P 
SornenS || der Tiere in Tagen am Anfang am Ende Reg tor 

des Versuchs | des Versuchs ° 

1 1 26 265 360 29,0 

2 1 28 245 370 32,2 

3 1 28 225 360 17,4 

4 1 | 54 270 450 30,3 


Durchschnittswert 27,23 mg-°,, Milchsaure. 


3. B-Vitaminversuche. 

Die B-Vitaminversuche wurden zu drei verschiedenen Zeitpunkten 
angestellt. In der ersten Versuchsperiode, im Friihjahr 1935, wurden 
Xatten, in deren Futter der gesamte B-Komplex fehlte, und die ent- 
sprechenden Kontrolltiere untersucht, ferner auch einige Ratten, denen 
mit Frankonit behandelter Hefekochsaft verabreicht wurde (vegl. 
Tabelle VII, VIII und IX). In der zweiten Versuchsperiode wurden 
folgende Gruppen untersucht: Ratten, gefiittert mit autoklavisierter 
Hefe, Ratten gefiittert mit autoklavisierter Hefe unter Zusatz von 
B,-Vitamin, ferner Ratten, gefiittert nur mit B,-Vitamin, und Kontroll- 


Tabelle VII. Ratten mit mangelndem B-Vitaminkomplex. 
(Erste Versuchsperiode, Friihjahr 1935.) 








: Anzahl Vannishtenes! ee oe eee Milchs&ure 
ee der Tiere in Tagen am Anfang am Ende Rapin 
|| des Versuchs des Versuchs . 
1 1 27 60 45 23,5 
2 | 1 28 55 42 27,4 
| 56 45 
3 3 28 58 37 | 50,0 
| 70 45 
> 70 56 ) 
4 2 28 78 7 | 444 
{ 63 58 
5 2 34 | 7 98 45,4 
6 1 15 53 68 30,0 
7 2 2 | 7 77 |} 290° 
8 1 22 52 70 27,8* 
9 2 22 | Ls | 44,4* 
10 1 22 5l 67 37,9* 
it 2 a9 | i 
192 | 
Hea hawt 39 | er | 48.0 


Durchschnittswert 38,1 mg-°, Milchsaure. 
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Tabelle VIII. Ratten, gefiittert mit farblosem Hefesaft (Frankonit- 
behandlung). 
(Erste Versuchsperiode, Friihjahr 1935.) 














| Gewicht der Tiere in g Milchsiure 
' Anzahl Versuchsdaue ennai ; 
meeianinies der Tiere in Tagen "| am Anfang am Ende Fosp Bane 
|| des Versuchs | des Versuchs || = 
66 57 
1 2 35 73 65 46,4 
2 1 30 66 55 24,0 
3 1 30 95 70 60,0 
Durchschnittswert 43,5 mg-°®, Milchsaure. 
Tabelle IX. Gesunde Ratten. 
Kontrollen zu Tabelle VII. 
} | Gewicht der Tiere in g Milchsture 
: Anzahl Versuchsdaue Solin ag : 
ean: } der Tiere “in Tagen am Anfang am Ende Plies 
i || des Versuchs | des Versuchs oe 
1 1 on 45 110 20,0 
2 1 21 51 130 |  26,0* 
3 1 21 57 160 ||  28,16* 
4 it 23 55 137 | 26,3* 
5 1 23 45 143 |  26,0* 
6 1 23 50 150 26,6* 
7 1 35 105 160 23,2 
8 1 35 tT 155 240 | ees Be 
) 1 35 135 250 | 20,4 
10 1 35 170 230 | 80,7 
11 1 28 Lio...) 225 18,8 
12 1 28 230 280 | 21,5 
13 1 28 165 205 | 24,8 


Durchschnittswert 24,05 mg-°®, Milchsaure. 


ratten (vgl. die entsprechenden Tabellen X, XI, XII und XIII). In 
der dritten Versuchsperiode, im Friihjahr 1936, wurden schlieBlich 
noch folgende Gruppen zur Ergénzung untersucht: Ratten, gefiittert 
mit Kiereiweif als B-Vitaminquelle, Kontrolltiere hierzu und einige 
Ratten, gefiittert und getrankt mit zellfreiem Hefekochsaft (vgl. Ta- 
belle XIV, XV und XVI). In Tabelle XVII sind die Durchschnittswerte 
der Bestimmungen der verschiedenen Versuchsperioden iibersichtlich 
zusammengestellt. 


Bei Betrachtung der ersten Versuchsperiode sieht man, daB bei 
AusschluB des gesamten B-Vitaminkomplexes eine erhebliche Steigerung 
der Blutmilchsiurewerte gegeniiber denen der Kontrolltiere besteht. 
Die durchschnittliche Zunahme des Milchsaéuregehalts bei den Versuchs- 
tieren betriigt 58%, was schon eine vielfache Ubersteigung aller még- 
lichen Fehlerquellen bedeuten diirfte. 
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In der zweiten Versuchsperiode wird, wie aus Tabelle X hervorgeht, 
durch die Fiitterung mit autoklavisierter Hefe, in der die wirme- 
empfindlichen Faktoren (B,, B, und wahrscheinlich noch andere 
Faktoren) fehlen, eine verhaltnismaBig starke Erhéhung der Milchsiure- 


Tabelle X. Ratten, gefiittert mit autoklavisierter Hefe. 
(Zweite Versuchsperiode. ) 





Gewicht der Tiere in g Milchsiiure 


or Anzahl Versuchsdauer ; a a : 
eit der Tiere in Tagen am Anfang am Ende Ranged 
des Versuchs des Versuchs 6 
9 au {i 7 OT) gos 
; 2 = | 39 RE | Pies os 
‘ 50 57 
. ’ @ {if 59 | (66 
3 1 36 67 88 31,25 
>) 2f f 72 87 \ Ons 
4 2 36 68 81 25,3 
5 1 36 77 116 25,6 
6 2 40 66,6 
7 1 48 28,6 
| 75 93 l on 
8 2 48 71 76 | 27,4 
9 2 48 69,7 
10 2 40 45,0 
53 81 
11 3 34 63 86 46,48 
(| 65 110 | 


Durchschnittswert 40,76 mg-°,. Milchsaure. 


Tabelle XI. Ratten, gefiittert mit autoklavisierter Hefe 
+ B,-Vitamin. 


(Zweite Versuchsperiode.) 








| . Gewicht der Tiere in g Milchsdure 
F Anzahl Versuchsdauer _ ial bata gy 
Bestiqnaang || der Tiere in Tagen am Anfang am Ende Rog? 
\} des Versuchs des Versuchs elo 
1 1 40 58 97 38,4 
2 1 45 60 87 45,45 
3 1 45 54 110 26,3 
4 1 45 56 96 28,3 
9 72 
2 ol 82 72 | a7e 
5 2 42 85 80 37,2 
35 40 \ 9 
~ 24.( 
6 2 42 87 95 ; 24,0 
7 2 ar 4 50 89 1 999 
7 2 42 \ 36 97 29,2 
8 2 40 27,1 
9 2 48 27,6 
10 2 48 33,3 


Durchschnittswert 31,72 mg-°,, Milchséure. 
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Tabelle XII. Ratten, gefiittert mit B,-Vitamin (ohne Hefe). 
(Zweite Versuchsperiode.) 








Gewicht der Tiere in g ne 

Dediietiee Anzahl Versuchsdauer |___ s oe 

; . der Tiere in Tagen am Anfang am Ende in mg-° 
des Versuchs | des Versuchs 10 

39 85 66 80,0 

{ 81 76 ) ( 

2 2 39 77 85 | 100,0 

‘ 9 3 { 17 73 | a 

r ae 76 85 j 45,5 

9 > Ii 87 114 9 
4 2 42 63 52 28,0 


Durchschnittswert 63,37 mg-°,, Milchsaure. 


Tabelle XIII. Gesunde Ratten, 
Kontrollversuche der 2. Versuchsperiode zu den Tabellen X, XI 
und XII. 








: Gewicht der Tiere in g Milchsiure 
: n | Versuchsde { — i 
Bestimmung der Tiere ‘ie am Anfang | am Ende | ate 
des Versuchs | des Versuchs | witlns 
3 1 42 75 210 20,3 
5 1 28 ; 52 160 21,5 
4 1 42 65 180 18,18 
i : 92 215 
2 62 {| 193 970 |} 25,0 
8 1 40 24,1 
: " 40 22,06 
B " 40 18,07 
" 40 25,7 
" 40 | 24,32 
13 1 48 ot 17,7 
14 2 48 | | 20,8 
15 9 | 52 | 20,6 
16 2 52 20,0 


Durchschnittswert 21,6 mg-% Milchséure. 


Tabelle XIV. Ratten, gefiittert mit EiereiweiB. 
one V prs ) 














I | Gewicht der Tiere in g CL 
Besthaaning | ia alll | a na im Blut 
ores 6 Bigg 7 | des’ Versuehs des Versuchs |! me-°lo 
y Mi. wae 
1 2 | w fl 59 CT} «(80 
| | 43 52 
2 3 50 48 50 100,5 
| 42 46 
| { 45 54 
. Pie ene ae “9 |} 420 


Durchschnittswert 65,8 mg-°% Milchsaure. 





ure 
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Tabelle XV. Ratten, gefiittert mit Eiereiweif8 + B,-Vitamin. 
(Kontrollversuch zu Tabelle XIV.) 





Gewicht der Tiere in g ahe 
etinitiiaieen Anzahl ee SS ~~ 
8 der Tiere in Tagen win Anfang am Ende Pag > 
des Versuchs des Versuchs | te 
| 42 80 
~ poss 99 
' 2 WI 43 73 j 22,2 
| 28 35 | 
2 2 28 L, ee 23,0 
. | 50 80 om 
s ; 38 57 
3 2 28 | dt 2 
| 43 (é 0,4 


Durchschnittswert 21,86 mg-°, Milchsaure. 


Tabelle XVI. Ratten, gefiittert und getrankt mit Hefekochsaft 
(Mangel des sog. Restfaktors). 
(Dritte Versuchsperiode, Friihjahr 1936.) 





Gewicht der Tiere in g 








‘ | Milchs&ure 
r ” Anzahl Versuchsdauer : 
Bestimmung der Tiere in Tagen am Anfang am Ende — Bias 
des Versuchs | des Versuchs || ‘9 ™8-"/o 
| 58 104 | 
1 3 34 33 62 | 23,0 
| 51 110 
85 165 
9 9 
. . a | 102 205 ||} 2098 
; 56 120 bie 
3 2 a4 40 o6 | 21,54 


Durchschnittswert 21,8 mg-°,, Milchsaure. 


menge im Blute hervorgerufen. (Durchschnittlich um 88% erhéhte 
Werte gegeniiber den Kontrollen.) Bei den Versuchen mit Ratten, 
denen neben der Fiitterung mit autoklavisierter Hefe noch B,-Vitamin 
einpipettiert wurde, waren die Milchséurewerte schon viel kleiner, aber 
gegeniiber den normalen Werten immer noch deutlich erhéht (gegeniiber 
den Kontrollen um etwa 47%). Diese Steigerung ist so betrachtlich, 
daB man die Méglichkeit erwagen muB, ob bei dem Milchséureumsatz 
vielleicht noch irgendein anderer thermolabiler Faktor der B-Gruppe 
eine Rolle spielt. Auf das Fehlen des B,-Vitamins diirfte diese Er- 
scheinung nicht zuriickzufiihren sein, da das Lactoflavin bekanntlich 
relativ thermostabil ist. 


Beziiglich der Wirkung von B,-Vitamin auf den Milchsaéureumsatz 
verweisen wir auf die Versuche mit Ratten, denen nur B, gegeben wurde. 
Der Einflu8 des Fehlens von B, ist aus Tabelle XII zu ersehen; in dieser 
Serie lagen die Milchsaurewerte durchschnittlich 200 % héher als bei den 
normalen Vergleichstieren. Obgleich diese Versuche fiir die Wirkung 
des B,-Vitamins auf den Milchsiureumsatz nicht absolut beweisend 
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Tabelle XVII. Ubersichtstabelle der Durchschnittswerte der ver- 
schiedenen B-Vitaminversuche und der dazugehorigen Kontroll- 
versuche. 





Zahl i| Prozentuale 

a Zeitpunkt — ——| Milchsdure Steigerung 

labelle Versuchsserie der der || im Blut gegeniiber 
Bestimmung Bestim- Tiere || in mg-9/9 den 

Nr. mungen Kontrollen 


IX Gesunde Ratten Friihjahr 1935) 13 24,05 
(Kontrollen) 4 


VII | Mangel des gesam- 1935 38,1 
ten B-Komplexes 


Farbloser Hefesaft ce 1935 
(ohne B,-Vitamin) 


Gesunde Ratten _ 1935/1936 
(Kontrollen) 


Autoklavisierte Hefe | 1985/1986 | 2 469% 


und B,-Vitamin | 
AutoklavisierteHefe 1935/1986 | ; 7 88,7 % 
Nur B,-Vitamin 1935/1986 | 6 197,0% 
(keine Hefe) 
EiereiweiS und B,- Friahjahr 1936 
Vitamin 
Eiereiwei8 (ohne B, - 1936 
und Beg) 


Hefekochsaft ze 1936 | 
(Mangel des Rest- 
faktors) 


sind, da ja auch andere Faktoren des B-Komplexes in der Kost fehlten, 
sind wir doch geneigt, die starke Erhéhung der Milchséurewerte haupt- 
sachlich auf das Fehlen des Lactoflavins in der Nahrung zuriickzufiihren. 
Wir beabsichtigten, Kontrollversuche durch Verfiittern von reinem 
Lactoflavin anzustellen; Jeider hatten wir damals (1935/36) keine 
Gelegenheit, reines B,- Vitamin zu beziehen oder aus Hefe darzustellen. 
Auch Versuche zur Entfernung von B, durch Behandlung des Hefe- 
kochsafts mit Frankonit, wobei man einen farblosen Saft erhalt, miB- 
langen, da bei der Absorption anscheinend auch andere B-Komponenten 
mitgerissen werden. Die mit diesem Saft gefiitterten Ratten starben im 
allgemeinen schon nach kurzer Versuchszeit; die wenigen Milchsaure- 
bestimmungen bei Tieren dieser Serie ergaben stark erhéhte Werte 
(annahernd 80 % Steigerung, vgl. Tabelle VIII). 

In der dritten Versuchsperiode beobachteten wir bei Tieren, die 
mit Hiihnereiweif8 als B-Vitaminquelle gefiittert wurden, eine ebenso 
groBe Erhéhung der Milchsiure wie bei B,-Mangel (vgl. die Tabellen 
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XIV und XV). Da durch Zugabe von B, in den Kontrollversuchen 
normale Milchsaiurewerte erhalten wurden, ist diese gewaltige Zunahme 
auf das Fehlen von B, in der Eiernahrung zuriickzufiihren. (Voraus- 
setzung hierfiir ist, daB unser Acid-clay-Praparat nur B,-Vitamin 
enthalt.) Diese Versuche miissen noch weiter erginzt werden, und 
zwar durch Verwendung von reinen kristallisierten B,- und B,-Prapa- 
raten. Schon aus den vorliegenden Ergebnissen diirfte aber deutlich 
hervorgehen, da fiir den normalen Umsatz der Milchséiure mehrere 
B-Vitaminkomponenten nétig sind. AuBer der Wirkung von B, und B, 
miissen wir vorlaufig den EinfluB eines dritten Faktors in Erwagung 
ziehen. Wir méchten jedoch hervorheben, daB die erhéhten Milch- 
saiurewerte bei B,-Mangel nicht bedeuten brauchen, daB das B,-Vitamin 
direkt an der Zersetzung der Milchsiure beteiligt ist, sondern die 
hohen Werte beruhen wahrscheinlich auf einer Stérung im weiteren 
Umsatz des Dehydrierungsproduktes der Milchsaéure, der Brenztrauben- 
sdure. Gewisse Tatsachen, iiber die der eine von uns (Stmola) in 
anderem Zusammenhang berichten wird [vgl. auch Simola (12)], 
sprechen dafiir, daB die Brenztraubensaiure im Tierorganismus sowohl 
aerob als auch anaerob gespalten wird. Bei der aeroben Spaltung wird 
die Brenztraubensaure direkt oxydiert, wobei das B,-Vitamin eine 
zentrale Rolle als Aktivator spielt. Auch die anaerobe Spaltung hat 
Beziehungen zum B-Vitaminkomplex. 

Die Tatsache, daB die Steigerung der Milchséurewerte bei Fehlen 
des gesamten B-Komplexes durchschnittlich geringer war als bei den 
Versuchen mit Tieren, die noch eine oder mehrere B-Komponenten 
erhielten, méchten wir dahin erklaren, daB der AusschluB der gesamten 
B-Vitamingruppe zu einer akuten schweren Stoffwechselstérung fiihrt, 
bei der alle Zersetzungsprozesse, vor allem aber wohl die Glykolyse, 
verlangsamt sind und an Umfang abnehmen. 

Bei den Hefekochsaftversuchen, bei welchen der sogenannte ,,Rest- 
faktor“ fehlen soll und die Tiere geniigend Saft bekamen, beobachteten 
wir keine deutlichen Veranderungen der Milchséiurekonzentration im 
Blute. Auch nach langerer Hungerperiode der Versuchstiere lieB sich 
keine Beeinflussung der Milchsdéurewerte feststellen. Um Raum zu 
sparen, fiihren wir die Werte deshalb nicht an. 


4. Vergleichsversuche zwischen der kolorimetrischen und titrimetrischen 
Milchsdéurebestimmungsmethode. 


Die von uns beobachteten hohen Milchsaurewerte lieBen es zweifel- 
haft erscheinen, ob diese tatsaichlich durch eine Steigerung der Milch- 
siure hervorgerufen wurden. Bei Vergleichsbestimmungen nach der 
kolorimetrischen und der titrimetrischen Methode ergab sich, dab die 
bei der Untersuchung wasseriger Lactatlésungen bekannter und un- 
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Tabelle XVII. Ubersichtstabelle der Durchschnittswerte der ver- 
schiedenen B-Vitaminversuche und der dazugehorigen Kontroll- 
versuche. 





Zahl i| Prozentuale 

Zeitpunkt nn ——— | Milehsiure Steigerung 

er der | im Blut gegeniiber 
Bestimmung Bestim- Tiere || in mg-°/o den 

Nr. mungen Kontrollen 


Tabelle Versuchsserie 


IX | Gesunde Ratten Frihjahr 1935 13 24,05 
(Kontrollen) $ 


VII | Mangel des gesam- 1935 ‘ 38,1 
ten B-Komplexes 


Farbloser Hefesaft “ 1935 
(ohne By-Vitamin) 


Gesunde Ratten 1935/1936 
(Kontrollen) 


Autoklavisierte Hefe 1935/1936 
und B,-Vitamin 
Autoklavisierte Hefe 1935/1936 


Nur B,-Vitamin 1935/1936 
(keine Hefe) 


KiereiweiS und B,- | Frahjahr 1936 
Vitamin 

Eiereiwei8 (ohne B, 1936 3 
und Bg) 


Hefekochsaft 1936} 3 
(Mangel des Rest- | 
faktors) 


sind, da ja auch andere Faktoren des B-Komplexes in der Kost fehlten, 
sind wir doch geneigt, die starke Erhéhung der-Milchséurewerte haupt- 
sachlich auf das Fehlen des Lactoflavins in der Nahrung zuriickzufiihren. 
Wir beabsichtigten, Kontrollversuche durch Verfiittern von reinem 
Lactoflavin anzustellen; Jeider hatten wir damals (1935/36) keine 
Gelegenheit, reines B,-Vitamin zu beziehen oder aus Hefe darzustellen. 
Auch Versuche zur Entfernung von B, durch Behandlung des Hefe- 
kochsafts mit Frankonit, wobei man einen farblosen Saft erhalt, miB- 
langen, da bei der Absorption anscheinend auch andere B-Komponenten 
mitgerissen werden. Die mit diesem Saft gefiitterten Ratten starben im 
allgemeinen schon nach kurzer Versuchszeit; die wenigen Milchsaure- 
bestimmungen bei Tieren dieser Serie ergaben stark erhéhte Werte 
(annahernd 80 %, Steigerung, vgl. Tabelle VIII). 

In der dritten Versuchsperiode beobachteten wir bei Tieren, die 
mit HiihnereiweiB als B-Vitaminquelle gefiittert wurden, eine ebenso 
groBe Erhéhung der Milchsiure wie bei B,-Mangel (vgl. die Tabellen 
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XIV und XV). Da durch Zugabe von B, in den Kontrollversuchen 
normale Milchséurewerte erhalten wurden, ist diese gewaltige Zunahme 
auf das Fehlen von B, in der Eiernahrung zuriickzufiihren. (Voraus- 
setzung hierfiir ist, daf unser Acid-clay-Praparat nur B,-Vitamin 
enthalt.) Diese Versuche miissen noch weiter erginzt werden, und 
zwar durch Verwendung von reinen kristallisierten B,- und B,-Prapa- 
raten. Schon aus‘den vorliegenden Ergebnissen diirfte aber deutlich 
hervorgehen, da fiir den normalen Umsatz der Milchsiure mehrere 
B-Vitaminkomponenten nétig sind. AuBer der Wirkung von B, und B, 
miissen wir vorlaufig den EinfluB eines dritten Faktors in Erwagung 
ziehen. Wir méchten jedoch hervorheben, daB die erhéhten Milch- 
sdurewerte bei B,-Mangel nicht bedeuten brauchen, daB das B,-Vitamin 
direkt an der Zersetzung der Milchsiure beteiligt ist, sondern die 
hohen Werte beruhen wahrscheinlich auf einer Stérung im weiteren 
Umsatz des Dehydrierungsproduktes der Milchsaure, der Brenztrauben- 
sdure. Gewisse Tatsachen, iiber die der eine von uns (Simola) in 
anderem Zusammenhang berichten wird [vgl. auch Simola (12)], 
sprechen dafiir, daB die Brenztraubensiure im Tierorganismus sowohl 
aerob als auch anaerob gespalten wird. Bei der aeroben Spaltung wird 
die Brenztraubensadure direkt oxydiert, wobei das B,-Vitamin eine 
zentrale Rolle als Aktivator spielt. Auch die anaerobe Spaltung hat 
Beziehungen zum B-Vitaminkomplex. 

Die Tatsache, daB die Steigerung der Milchséurewerte bei Fehlen 
des gesamten B-Komplexes durchschnittlich geringer war als bei den 
Versuchen mit Tieren, die noch eine oder mehrere B-Komponenten 
erhielten, méchten wir dahin erklaren, daB der AusschluB der gesamten 
B-Vitamingruppe zu einer akuten schweren Stoffwechselstérung fiihrt. 
bei der alle Zersetzungsprozesse, vor allem aber wohl die Glykolyse, 
verlangsamt sind und an Umfang abnehmen. 

Bei den Hefekochsaftversuchen, bei welchen der sogenannte ,,Rest- 
faktor‘ fehlen soll und die Tiere geniigend Saft bekamen, beobachteten 
wir keine deutlichen Veranderungen der Milchséurekonzentration im 
Blute. Auch nach lingerer Hungerperiode der Versuchstiere lie® sich 
keine Beeinflussung der Milchsiurewerte feststellen. Um Raum zu 
sparen, fiihren wir die Werte deshalb nicht an. 


4. Vergleichsversuche zwischen der kolorimetrischen und titrimetrischen 
Milchsdurebestimmungsmethode. 

Die von uns beobachteten hohen Milchsaiurewerte lieBen es zweifel- 
haft erscheinen, ob diese tatsachlich durch eine Steigerung der Milch- 
siure hervorgerufen wurden. Bei Vergleichsbestimmungen nach der 
kolorimetrischen und der titrimetrischen Methode ergab sich, dab die 
bei der Untersuchung wasseriger Lactatlésungen bekannter und un- 
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bekannter Konzentration erhaltenen Werte iibereinstimmten. (Die 
Fehlergrenze betrug héchstens 1 bis 2°.) Im Blute dagegen waren bei 
Parallelbestimmungen die Werte nach Mendel-Goldscheider immer 
héher, und zwar war die Differenz von stark wechselnder GréBe. Da 
die titrimetrische Methode héchstwahrscheinlich exakter ist, so ist es 
offenbar, daB in Blutfiltraten auch andere Verbindungen als Milchsaure 
mit Veratro!l reagieren. 

Am interessantesten ist jedoch der Befund, daB der Unterschied 
zwischen den beiden Bestimmungsverfahren bei normalen Tieren im 
Durehschnitt unter 30°, liegt, wahrend er bei avitaminésen Ratten 
erheblich iiber 100°, betragt. (Vgl. Tabelle XVIII und XIX und die 
Durchschnittswerte Tabelle XX.) Dieser Umstand deutet darauf hin, 
daB im Blute avitaminotischer Ratten eine Anhaufung intermediarer 
Stoffwechselprodukte stattfindet, die mit Veratrol die gleiche Farb- 
reaktion liefern, ohne Milchséure zu sein. Da bei B-Vitaminmangel 
Carbonylverbindungen im Blute vorkommen, lag der Gedanke nahe, 
daB es sich um die Brenztraubensaure handelte. Bei Untersuchung des 
Verhaltens der Brenztraubensaure gegeniiber Veratrol erwies sich, daB 
wiisserige Pyruviatlésungen (von 20 bis 40 mg-%) auch nach langerer 
Zeit keine Farbreaktion mit Veratrol Jieferten. Bei Zusatz von Brenz- 
traubensaure zu dem Ratten- und Kaninchenblut konnte keine Zunahme 
der Milchsaure festgestellt werden. Auch bei Reduktion des eiweif- und 
kohlenhydratfreien Blutfiltrats mit Zinkstaub in Schwefelsaurelésung 
[nach Friedmann und Kendall (13)] war keine gréBere Verainderung der 
Milchséurewerte zu beobachten, was darauf hindeutet, daB im Blute 


Tabelle XVIII. Parallelbestimmungen der Blutmilchsédure bei 
normalen Ratten. 
(Kontrollratten mit Hefekost.) 








Bestimmung aus Milchsaure in mg-9/o 
Bestimmung titrimetrische kolorimetrische 
Tabelle Nr. Bestimmung Bestimmung 
(Lieb-Zacherl) (Mendel-Goldscheider ) 
1 XVI 1 14,8 23,0 
2 ANE 2 15,0 20,93 
3 XVI i 13,2 21,54 
4 XII 7 21,0 25,0 
5 XT 8 15,2 24,1 
6 Xl 9 14,4 22,06 
7 XII 10 18,0 18,07 
8 XI 12 18,7 24,32 
9 XI 13 16,63 17,7 
10 XT 14 16,4 20,8 
11 XIII 15 20,3 20,6 
12 XIII 16 19,4 20,0 


Durchechnitt: 16,92 | 2151 
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Tabelle XIX. Parallelbestimmungen der Blutmilchsaure bei 
Ratten mit B-Vitaminmangel. 
(Tiere der Tabellen VII, X, XI und XII.) 





Bestimmung aus Milchs&éure in mg-° 


Bestimmung titrimetrische kolorimetrische 
Tabelle Nr. Bestimmung Bestimmung 
(Lieb-Zacherl) (Mendel-Go!ldscheider) 


1 VI 11 28.8 49.1 
2 VII 12 20,0 48.0 
3 X 6 33,0 66.6 
4 b. 3 11 22,0 46,5 
5 Xl 5 13,2 37,5 
6 XI 6 10.2 24.0 
7 XI i 11,5 29,2 
8 XI 8 14,6 27,1 
9 XI 9 14,5 27,6 
10 XI 10 22.0 33,3 
11 XII 4 10,6 28,0 
Durchsehnitt : 18,2 37.9 


Tabelle XX. Ubersichtstabelle der Durchschnittswerte der 
Parallelbestimmungen. 





Milchséure in mg-°/9 Prozentuale 








. : ae : SOME HS Steigerang 
Tabelle Versuchsgruppe titrimetrische kolorimetrische gegentiber dem 
Bestimmung Bestimmung titrimetrischen 


(Lieb-Zacherl) (Mendel-Goldscheider) Milchsaiurewert 


Wiasserige Lactatlésungen geben genau dieselben Milch-  Fehlerbreite 
saurewerte bei beiden Be- +15% 
stimmungsmethoden 
XVIII Normale Kontrollratten 16,9 21,5 29,7 ° 
XIX Mangelkranke Ratten 18,2 37,9 117,1°% 


(ohne B-Vitamin) 


nur geringe Mengen Brenztraubensdure vorhanden sind. Aus allen 
diesen Griinden kann die Brenztraubensaure nicht zur Erklarung des 
groBen Unterschieds zwischen der kolorimetrischen und titrimetrischen 
Milchsiurebestimmung herangezogen werden. 

In bezug auf die «-Ketoglutarsiure, die Simola friiher im Harn 
avitaminotischer Ratten nachgewiesen hat, sei in diesem Zusammen- 
hange betont, daB diese Verbindung durch die titrimetrische Methode 
nicht bestimmt werden kann, mit Veratrol allerdings einen Farbton 
liefert, der aber nur etwa ein Viertel so stark ist wie derjenige der ent- 
sprechenden Milchsiurekonzentration. Wegen der Schwache dieses 
Farbtons lat sich die starke Erhéhung der Werte auch durch diese 
Verbindung nicht erklaren. 

Zusammenfassend kann man sagen, daB der groBe Unterschied in 
den Ergebnissen der beiden Bestimmungsmethoden auBer durch eine 
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Steigerung des Milchsauregehalts offenbar durch eine Anhaufung anderer 
Stoffwechselprodukte bedingt ist, iiber deren Natur wir aber vorlaufig 
nichts Sicheres wissen. 


Zusammenfassung. 


An einem Material von etwa 200 Ratten und Meerschweinchen 
wurde der EinfluB verschiedener Vitamine und besonders der Kom- 
ponenten des B-Vitaminkomplexes auf den Milchsiureumsatz im Blute 
untersucht. Zur Bestimmung wurde hauptsachlich die kolorimetrische 
Methode von Mendel-Goldscheider benutzt. Wir erhielten folgende 
Ergebnisse: 

Bei A-Vitaminmangel lieB sich weder bei Ratten noch bei Meer- 
schweinchen eine Verainderung im Milchsauregehalt des Blutes nach- 
weisen. 

Bei AusschluB8 des C-Vitamins war bei den skorbutischen Meer- 
schweinchen eine leichte Erhéhung der Milchsaiurewerte zu beobachten, 
die aber so gering war, da aus ihr kaum auf eine Stérung im Milchsaure- 
stoffwechsel geschlossen werden kann. 

Bei Fehlen des gesamten B-Komplexes wurde schon nach ziemlich 
kurzer Versuchsdauer eine Erhéhung der Miichsaure um 58% beob- 
achtet. 

Bei Fiitterung mit autoklavisierter Hefe (Mangel an B, und anderen 
thermolabilen Faktoren) betrug die’ Erh6hung der Milchséure gegeniiber 
den Kontrollen 88°. Wurde den Tieren auBer der autoklavisierten 
Hefe noch B,-Vitamin zugefiihrt, so sank die Erhéhung der Milchsaure- 
konzentration auf etwa 47° gegeniiber den Kontrollen. 

Eine noch starkere Erhéhung der Milchséurewerte (durchschnittlich 
200% gegeniiber den Normalwerten) wurde bei Fiitterung der Ratten 
nur mit B,-Vitamin statt des B-Komplexes’beobachtet. Die Stérung 
des Milchsdureumsatzes ist in diesem Falle offenbar hauptsachlich auf 
das Fehlen von Flavinen in der Kost zuriickzufiihren. 

Eine gleich groBe Zunahme der Milchséurewerte wurde bei der 
Fiitterung mit Eiweif von Hiihnereiern als B-Vitaminquelle beobachtet. 
Da die Kontrolltiere, denen B,-Vitamin zugefiihrt wurde, normale 
Milchsaéurewerte aufwiesen, diirfte die Erhéhung hauptsachlich durch 
das Fehlen von B, in der Kost bedingt sein. 

Bei der Fitterung mit Hefekochsaft, in welchem der sogenannte 
Restfaktor fehlen soll, waren keine Veranderungen in dem Milchsaure- 
gehalt festzustellen. 

Auch bei Hungertieren waren die Milchsiurewerte normal. 

Beim Vergleich der kolorimetrischen Methode von Mendel-Gold- 
scheider mit der titrimetrischen Methode von Lieb und Zacherl ergab 
sich: 1. daB die mittels der titrimetrischen Methode bei Milchséure- 
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bestimmungen im Blute erhaltenen Werte durchweg kleiner waren, 
2. daB die prozentuale Differenz zwischen den beiden Methoden bei 
allen Bestimmungen erheblich schwankte und 3. daB der Unterschied 
bei B-Mangel prozentual viel gréBer war als bei den normalen Ratten. 
Es wird erértert, daB weder die Brenztraubensdiure noch die «-Keto- 
glutarsaure den groBen Unterschied zwischen den Ergebnissen der 
beiden Methoden bei Fehlen gewisser B-Komponenten erklairen kann. 
Offenbar handelt es sich um intermediare, bis auf weiteres nicht definier- 
bare Stoffwechselprodukte, die weder durch die EiweiB- noch durch die 
Kohlenhydratfallung bei der Milchsiurebestimmung entfernt werden 
und mit Veratrol dieselbe Farbreaktion liefern wie die Milchsdure. 
Jedenfalls ist fiir die beobachteten Erhéhungen der Milchsaurewerte bei 
kolorimetrischen Bestimmungen nicht nur die Milchséure verantwortlich. 
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Chitin bei Mikroorganismen. 
Eine Richtigstellung. 
Von 
August Rippel. 


(Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Bakteriologie der Universitat 
Géttingen.) 


(Eingegangen am 6, Mdrz 1937.) 


Das Vorkommen einiger Stoffe bei niederen Pflanzen, die sich bei den 
héheren Pflanzen nicht finden, wie Chitin und Glykogen, hat eben aus diesem 
Grunde ein besonderes Interesse. Nachdem Chitin bei einzelnen Mikroorga- 
nismengruppen mikrochemisch und makrochemisch einwandfrei nachgewiesen 
worden ist, woriiber ich auf die Veréffentlichung meines Schiilers Schmidt’, 
auch hinsichtlich der Literatur, verweise (vorhanden bei Basidiomyceten, 
Ascomyceten, Mycelhefen, Phycomyceten, fehlt bei Bakterien, Actinomyceten, 
echten Hefen, Oomyceten), ist es erstaunlich, daB in zwei kiirzlich in dieser 
Zeitschrift erschienenen Ver6ffentlichungen von Hilpert? und Mitarbeitern, 
das Vorkommen von Chitin bei Pilzen fiir wenig wahrscheinlich gehalten 
wird. Bei der Wichtigkeit der Frage erscheint eine Berichtigung notwendig. 

Die Verfasser haben offenbar in Unkenntnis der vorliegenden Literatur 
gearbeitet. Sie versuchen namlich nicht, Chitin zu gewinnen, das nur durch 
Zwischenschaltung von Oxydationen aus Pilzen rein gewonnen werden 
kann unter Zerst6rung bzw. Entfernung der iibrigen Stoffe. So kommt es, 
da8 die Verfasser gar nicht zu reinen Chitinpraparaten gelangen, insbesondere 
also einen zu geringen Stickstoffgehalt finden. Es sei ausdriicklich betont, 
da8B Chitin als solehes aus Pilzen gewonnen werden kann; es findet sich bei 
dem auch von den Verfassern herangezogenen Schimmelpilz Aspergillus 
niger unter den von ihnen gewahlten Versuchsbedingungen (physiologisch 
saure Nahrlésung) in Mengen bis zu iiber 20°, (!) der Trockensubstanz, wie 
Behr seinerzeit nachwies. Diese Chitinpraparate zeigen den theoretischen 
Stickstoffgehalt; aus ihnen lassen sich identifizierbare (kristallisierbare) 
Umwandlungsprodukte herstellen, sie zeigen die normale Léslichkeit in 
starker Salzséure, sie gleichen endlich véllig Chitinpraéparaten, die mit 
derselben Methodik aus Krabben hergestellt werden. Endlich wurde die 
Ahnlichkeit des Réntgendiagramms von tierischem und pilzlichem Chitin 
nachgewiesen. Alle diese in der erwahnten Arbeit von Schmidt angefiihrten 
Literaturangaben sind den Verfassern augenscheinlich unbekannt geblieben. 

Auch das Zuriicktreten der Cellulose bei Mikroorganismen sowie das 
Vorherrschen hemicelluloseartiger Stoffe ist bekannt. 


1 M.Schmidt, Arch. f. Mikrobiol. 7, 241, 1936. — ? R.S. Hilpert, 
D. Becker u. W. Rossée, diese Zeitschr. 289, 179, 193, 1937. 





rersitat 


vel den 
diesem 
roorga - 
‘wiesen 
Lomidt?, 
pyceten, 
pyceten, 
dieser 
eitern, 
s=halten 
vendig. 
feratur 
‘durch 
werden 
mt es, 
ondere 
vetont, 
ich bei 
rgillus 
logisch 
1Z, wie 
rischen 
arbare) 
ceit in 
ie mit 
de die 
Chitin 
iihrten 
lieben. 
jie das 


‘ailpert, 





Dissoziationskonstanten 
und Reaktionsfaihigkeit der Acetaldehydreduktase. 
(Kurze Mitteilung.) 
Von 
Erwin Negelein und Hans-Joachim Wulff. 
(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 7. April 1937.) 


Das Ferment Acetaldehydreduktase, das in der alkoholischen 
Garung den Acetaldehyd zu Alkohol reduziert, besteht aus einem 
Proteinteil, der kiirzlich kristallisiert erhalten wurde! und aus einem 
Nucleotid, dem Diphosphopyridin-Nucleotid 2. 

Wir haben mit der friiher beschriebenen lichtelektrischen Methode® 
untersucht, wie fest in dem Ferment Protein und Nucleotid verbunden 
sind und wie schnell das Ferment reagiert. 


1. Festigkeit der Bindung. 
Ist o der Bruchteil: 


Protein, gebunden an nicht hydriertes Diphosphopyridin-Nucleotid 


: 


gesamtes Protein 
o’ der Bruchteil: 

Protein, gebunden an hydriertes Diphosphopyridin-Nucleotid 

gesamtes Protein 
e die Konzentration des nicht hydrierten Diphosphopyridin-Nucleotids 
[mg/eem], ¢c’ die Konzentration des hydrierten Diphosphopyridin- 
Nucleotids [mg/cem], so sind die Dissoziationskonstanten D und D’ 
gegeben durch die Gleichungen 
’ 

D i di (i — @- Qg) 


, &x(l-—e- og) 
D = ; , 
3ei 20° und pu = 7,9 sind die gefundenen Werte 


mg Nucleotid 
D = 0,063 





ecm 
’ mg Nucleotid 
D = 0,021 ” 
ecm 
1 EB. Negelein u. H. J. Wulff, diese Zeitschr. 289, 436, 1937. — ?O. War- 
burg u. W. Christian, ebenda 285, 156, 1936. — * BE. Negelein u. E. Haas, 


ebenda 282, 206, 1935. 
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In diesem Falle wird also das hydrierte Pyridinnucleotid von dem 
Fermentprotein fester gebunden als das nicht hydrierte Nucleotid. 


2. Reaktionsfihigkeit des Ferments. 

Die Reaktionsfaihigkeit des Ferments haben wir direkt bisher nur 
fiir die Umkehrung der biologischen Reaktion, d. h. den Vorgang von 
links nach rechts der Gleichung: 

Pyridin + Alkohol } Dihydropyridin + Acetaldehyd 
bestimmt, wobei der gebildete Acetaldehyd durch Semicarbazid ab- 
gefangen wurde. 

Ist c die Konzentration des nicht hydrierten Diphosphopyridin- 
Nucleotids [mg/cem], V die Konzentration des nicht hydrierten Di- 
phosphopyridin-Nucleotids, das an Protein gebunden ist [mg/ccm], so 
ist fiir groBe Alkoholkonzentrationen die Geschwindigkeitskonstante k 
gegeben durch die Gleichung 

de 
dé. 


Um k zu bestimmen, mu das Molekulargewicht des Proteins 
bekannt sein. Wir haben angenommen, daB das Molekulargewicht des 
Proteins 70000 betragt und haben fiir k den Wert 


=. V. 


P 1 
k = 18000 as] 
gefunden, d.h. daB ein EiweiBmolekiil pro Minute 18000 Molekiile 
Diphosphopyridin-Nucleotid zur Reaktion bringt. Die Versuchs- 
bedingungen waren: Temperatur 20°, px = 7,9, Alkoholkonzentration 
26 mg/eem, Proteinkonzentration 4.10-4mg/cem und Konzentration 
des Diphosphopyridin-Nucleotids 0,015 bis 3,00 mg/ccem. 
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Berichtigung 


zu der ,,kurzen Mitteilung’’ von Hermann Fink, Josef Krebs und 


Richard Lechner'. 


Auf §8. 135, erste Zeile des zweiten Absatzes, mu es heiBen: ,, Ent- 
gegen der bisherigen Annahme, daf bei der technischen Durchfiihrung der 


biologischen EiweiB-Synthese ... vergirbare Hexosen ... als haupt- 
sichlichste Energiequellen bzw. Kohlenstoffquellen vorhanden sein 
miissen...‘‘ statt: ,,Entgegen der bisherigen Annahme, daf bei der 
Bildung von Hefezellsubstanz ... vergarbare Hexosen... als haupt- 


sichliche Energiequellen bzw. Kohlenstoffquellen vorhanden sein 
mussen ...” 


1 Diese Zeitschr. 290, 135, 1937. 
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